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Frosthirte und Zusammensetzung des Zellsaftes bei 
Rhododendron ferrugineum, Pinus cembra und 
Picea excelsa 
Von 
Arthur Pisek 


(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Innsbruck) 
Mit 6 Textabbildungen 


(Eingelangt am 16. Februar 1949) 


Aus mehrfachen Untersuchungen, besonders an Kulturgewachsen, ist be- 
kannt, daf in der kalten Jahreszeit mit Zunahme der Frostresistenz auch 
der osmotische Wert und Zuckergehalt der Pflanzen steigt; sogar sorten- 
und herkunftsbedingte Unterschiede der Frostharte spiegeln sich vielfach 
so getreu in den erwahnten Eigenschaften des Zellsaftes, daf diesen ge- 
radezu Zeigerwert in betreff der Resistenz zugesprochen (Akermann 
1927, Maximov 1929, Fuchs 1930, Mudra 1933, Literaturiibersicht bei 
Steiner 1939) und darauf ein Verfahren der indirekten Resistenzpriifung 
gegriindet wurde, das sich mindestens fiir Orientierungszwecke bewahrt 
(Christoff 1939). Anderseits lie&en Reihenanalysen von Prefisiften aus 
Blattern und Nadeln immergriiner Holzer allgemein-winterliche Zunahme 
und sommerlichen Tiefstand des osmotischen Wertes und Zuckerspiegels 
erkennen (Steiner 1933, Pittius 1935), deren Schwankungen, wie U1- 
mer (1937) in unmittelbarem Vergleich mit Frosthartebestimmungen zeigen 
konnte, der Jahresperiode der Resistenz im wesentlichen parallel laufen. 
Dies gilt allerdings nur soweit, als die Konzentrationsanderungen des Saf- 
tes nicht blo& durch Wasserabgabe und -aufnahme bedingt werden, sondern 
Vermehrung und Verminderung osmotisch wirksamer Substanz — im all- 
gemeinen der Zucker, bei manchen Arten des Mannits (As ai 1932, 1937) — 
im Spiele ist. Auch an gewisse Angaben, wonach kiinstliche Erhéhung des 
osmotischen Wertes durch permeierende Stoffe oder durch Plasmolyse (Li d- 
forss 1907, Akermann 1927, Maximov 1929, Iljin 1935) die Resi- 
stenz steigern, ist hier zu erinnern. All dies erscheint die Vorstellung zu 
stiitzen, dai die Zunahme des osmotischen Wertes, im besonderen Zucker- 
anreicherung, geradezu eine Ursache der Resistenzzunahme ware. Ohne auf 
die Theorie der Frostresistenz naher einzugehen, sei hier blo® angedeutet, 
da man hiebei an eine besondere Schutzwirkung der Zucker auf die 
Plasmakolloide dachte, wie sie seit Gorke (1906) verschiedentlich ange- 
nommen wurde (Mudra 1933, Fuchs 1935), oder man sah mit Maxi 
mov (1912, 1914) den springenden Punkt etwa darin, da& Zucker und 
andere Komponenten, ohne den Gefrierpunkt der Lésung wesentlich herab- 
zusetzen, zufolge ihres tiefen eutektischen Punktes das Wasser erst bei 
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niederen Temperaturen vollig ausfrieren lassen und so Plasmaschadigungen 
hintanzuhalten vermégen, worauf u.a. Ullrich (1942) neuerlich hingewie- 
sen hat. 

Da zeigte aber Kefler (1935) u. a., daf Erhéhung des osmotischen 
Wertes durch Glyzerininfiltration die Resistenz des Blattes von Saxifraga 
cordifolia keineswegs steigert, wahrend sie umgekehrt infolge von Chloro- 
formnarkose stark sinkt, obwohl letztere Behandlung auf den osmotischen 
Wert fast gar keinen Einflu@® hat. Die beiden Eigenschaften kénnen sich 
also unabhingig voneinander andern, worauf vielleicht schon gewisse Un- 
stimmigkeiten ihres Kurvenverlaufes hinweisen, die man bei genauerem 
Vergleich gewahrt. Auch Ulmer, der das Narkoseergebnis bestitigte, be- 
merkte im einzelnen solche Unstimmigkeiten. Vor allem fiel ihm auf, dah 
die mit unschadlichem Austrocknen verbundene passive Zunahme des osmo- 
tischen Wertes und Zuckeranteiles, mochte sie unter den natiirlichen Ver- 
haltnissen des Standortes eingetreten oder im Laboratoriumsversuch kiinst- 
lich herbeigefiihrt worden sein, bei den Ericaceen-Sirauchern fast keine 
Anderung der Resistenz nach sich zog. 

Anderseits fanden Kefler und Ruhland (1938) das Plasma im 
kilteresistenten Zustand ihrer Versuchspflanzen stets viskoser als im ent- 
harteten Zustand. Stocker und Mitarbeiter (1940, 1942) haben Analoges 
fiir die Diirreresistenz nachgewiesen. Da erhéhte Viskositat auf verstarkter 
Wasserbildung (Hydratation) des Plasmas beruht und als leicht feststell- 
bares Anzeichen hiefiir gewertet werden kann, sehen Ke ler und Ruh- 
land eben in diesem Zustand des Plasmas die primaire Ursache der Frost- 
resistenz. Die Tatsache, daft deren Zu- und Abnahme im Wechsel der 
Jahreszeit von gleichsinnigen regulativen Anderungen der Gesamt- 
und der Zuckerkonzentration des Saftes begleitet werden (Pisek, Sohm 
und Cartellieri 1935, Ulmer 1937), spricht schlieflich ja auch hiefiir. 
Doch meinte schon Ul mer, dies schlieRe nicht aus, daf innerhalb gewisser, 
von Art zu Art verschieden weit gesteckter Grenzen ein unmittelbarer Zu- 
sammenhang zwischen der Resistenz und der Zellsaftbeschaffenheit bestehe. 
Auch Steiner (1939) halt die Annahme von der Rolle des Zellsaftes bei 
der Frostabhartung nicht endgiiltig- widerlegt. Er meint, man kénnte sich 
vorstellen, daff normalerweise die regulatorische Erhéhung der Saftkonzen- 
tration geniigt, um die Zellen in frostharten Zustand zu bringen, daf sie 
aber nicht ausreiche, wenn durch besondere Mafinahmen (z. B. Narkose) die 
spezifische Resistenz des Plasmas herabgesetzt wurde. 

Im folgenden soll tiber einige Beobachtungen und Ergebnisse berichtet 
werden, die geeignet sind, zur Klarung dieser Frage beizutragen. 

In Fortsetzung der Ulmerschen Arbeit hatten wir in den letzten 
Kriegsjahren in umfangreichen Versuchen den Einfluf erhéhter und ernied- 
rigter Temperatur auf die jeweilge Frostharte von Zweigen der Nadel- 
hélzer und Zwergstraucher an der alpinen Waldgrenze untersucht (Pisek 
und SchieBl, 1947). Hiebei wurde aufer der Frostharte regelmafig der 
Wassergehalt und haufig auch der osmotische Wert des Prefisaftes der Blat- 
ter (kryoskopisch) unmitielbar vor und nach der Behandlung bestimmt. 
Auf den osmotischen Wert sind wir in der erwahnten Veréffentlichung noch 
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nicht eingegangen, obwohl uns schon wahrend der Arbeit aufgefallen war, 
da® er sich bei Rhododendron ferrugieum immer sehr deutlich und gleich- 
sinnig mit der Frostharte anderte, wahrend bei den Koniferen die Aus- 
schlage meist gering waren und die Harmonie sehr zu wiinschen iibrig lief. 

Die Blatter von Rhododendron reagierten im Spatsommer und Herbst 
und dann wieder im Friihjahr auf mafige, unschadliche Frosttemperaturen, 
die jedesmal einige Tage einwirkten, regelmafig mit erheblicher Zunahme 
der Resistenz und des osmotischen Wertes (Tab. 1). Die nur geringfiigigen 
Unterschiede zwischen dem Wassergehalt vor und nach der Behandlung 
weisen ebenso wie die Tatsache, daf die Produkte osmotischer Wert * Was- 
sergehali nachher stets héher liegen, auf ausgesprochen regulative Zunahme 
der Saftkonzentration, wie das nach aller bisherigen Erfahrung zu erwar- 
ten stand. Doch ist zu bemerken, daf die Steigerung des osmotischen Wer- 
tes im Abhartungsversuch mehrmals iiber das natiirlichhe Wintermaximum 
hinausgeht, wahrend die gleichzeitige Resistenzzunahme im Versuch sehr 
viel bescheidener ausfallt (vgl. besonders Mai!) und weit hinter dem Héchst- 
wert der Jahresamplitude zuriickbleibt. M. a. W.: Der sehr erheblichen 
Ausschiittung osmotisch wirksamer Substanz im kurzdauernden Kiltungs- 
versuch entspricht eine mindestens absolut recht mafige Abhartung, wah- 
rend dieselbe oder sogar geringere Hinaufregulation des osmotischen Wertes, 
wenn sie wahrend des Herbstes unter den natiirlichen Standortsverhaltnis- 
sen vor sich geht, von bedeutender Resistenzsteigerung begleitet ist. Dieselbe 
quantitative Unstimmigkeit tritt im hochwinterlichen Verwéhnungsversuch 
zutage, indem (reziprok zum besprochenen Verhalten) mit geringem Riick- 
gang der Konzentration starke Enthartung verbunden erscheint. 

Zirbe und Fichte benahmen sich im Winter und Friihjahr ahnlich wie 
die Alpenrose. In den sommerlichen Abhirtungsversuchen jedoch fiel bei 
ihnen auf, daf die osmotischen Werte nur wenig und unregelinafig gean- 
dert, bald gehoben, bald gesenkt waren, wofiir in Tab. 1 blo zwei von 
mehreren Einzelversuchen angefiihrt sind. Nun kennzeichnet die beiden 
Koniferen genau umgekehrt wie Rhododendron eine sehr grofe Jahres- 
amplitude der Frostharte bei relativ geringer Jahresschwankung im osmo- 
tischen Wert — starke und bezeichnende interspezifische Unterschiede, die 
schon Ulmer herausgestellt hat. Was er in betreff der jahreszeitlichen 
Anderungen des osmotischen Wertes fand, gilt, wie wir hier sehen, auch 
vom kurzfristigen Versuch: Rhododendron reagiert mit heftigem Ausschlag, 
Zirbe und Fichte mit schwachem. So mag es bei den letzteren gelegentlich 
wohl geschehen, daf? der Ausschlag in individuellen Unterschieden der Pro- 
ben untergeht, vor denen man selbst bei sorgfaltiger Auswahl méglichst 
homogenen Materials nicht immer ganz sicher ist. Allein das Ergebnis 
war auch dann nicht besser, als wir zur Vermeidung solcher Fehlerquellen 
den osmotischen Wert vor und nach der Kaltung durch Entnahme alter- 
nierender Langsreihen von Nadeln derselben Triebe bestimmten. Danach 
kann man sich schwer des Eindruckes erwehren, daf bei den gepriiften 
Koniferen, ungeachtet der auch hier feststellbaren jahreszeitlichen Koin- 
zidenz von Abhartung und Zunahme der Saftkonzentration, die beiden 
Eigenschaften doch ziemlich unabhangig voneinander sich andern kénnen. 


O* 
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Um das Bild zu vertiefen und zu vervollstandigen, wurden in den Jahren 
1945—1947 weitere derartige Versuche mit demselben Material (von der 
Baumgrenze auf der Nordseite des Patscherkofels, 1900m) unternommen. 
Ich erfreute mich hiebei der ausgezeichneten Mithilfe von Prof. V. Iljin, 
der iiber mein Ersuchen die kryoskopierten Prefsafte auf Zucker, Starke 
und einige der wichtigsten An- und Kationen analysierte, w oftie ihm auch 
hier herzlich gedankt sei. 


Methodisehes 


Uber den Vorgang bei der Frosthirtebestimmung erwihne ich unter Hinweis 
auf die einschligige Darstellung bei Ulmer (1937) sowie bei Pisek und 
Schief1 (1947) kurz nur folgendes: mit grobem Filtrierpapier ausgelegte, stark- 
wandige Glasgefafe wurden mit je einigen Trieben der zu priifenden Pflanze be- 
schickt und mit Thermometer versehen in Kialtegemische oder — wenn es sich um 
besonders tiefe Temperaturen handelte — in Alkoholbader getaucht, die in Dewar- 
gefafe eingefiillt waren. In den Badern liefen Kiihlschlangen, durch welche nach 
Bedarf fliissige Luft gepumpt wurde. Die Temperatur in den Kammern wurde 
allmahlich bis auf einen bestimmten, von Kammer zu Kammer verschiedenen Tief- 
punkt gesenkt und dieser dann mindestens 2 Stunden gehalten, worauf man die 
Temperatur wieder langsam steigen lie®. Nach Uberschreitung des Nullpunktes 
kamen die Proben heraus und blieben zusammen mit unbehandelten Kontrollen 
in Wasser eingestellt so lange im diffusen Licht in einem kiihlen Raum (10—12), 
bis sich allfallige Schiden sicher beurteilen liefen. Das war im Sommer schon nach 
1—2 Tagen, im Winter erst nach friihestens 2—3 Wochen méglich. Zeigte es sich 
nun z. B., daf Proben, die sich im Gefaf mit der Tiefsttemperatur — 14° befunden 
hatten, wenigstens zu 10% geschadigt waren und solche aus Kammern mit — 15°, 
—17° usw. gleiche oder gréfere Schiden aufwiesen, wahrend bei Tiefsttempera- 
turen von iiber — 13° alles gesund blieb, so wurde als Frosthirte der betreffenden 
Pflanze zum gegebenen Zeitpunkt — 14° verzeichnet. 

Den osmotischen Wert haben wir nach W alter (1931) mit dem Mikrokryoskop 
von Burian-Drucker. am Prefisaft der Nadeln, bzw. Blatter bestimmt und korrigiert 
(Walter 1936), den Wassergehalt in der iiblichen Weise als Differenz zwischen 
Frisch- und Trockengewicht ermittelt und in Prozenten des Trockengewichtes berech- 
net. Die quantitativen Bestimmungen der mengenmafig wichtigsten Lésungs- 
komponenten des Prefisaftes und der Starke hat Prof. 1]jin nach den von ihm 
fiir solche Analysen erprobten und geiibten Verfahren vorgenommen, die in seinem 
im Druck befindlichen Praktikum der Pflanzenanalyse beschrieben sind, worauf in 
betreff aller Einzelheiten verwiesen und hier nur erwahnt sei, da der Zuckergehalt 
nach einer etwas abgeinderten Bertrandmethode bestimmt und nach den Tabellen 
bei Walter (1936) in Atmospharen umgerechnet wurde. 


Ergebnisse 
A. Osmotischer Wert, Zuckerspiegel, Starkegehalt und 
Frosthiarte 
I. Rhododendron ferrugineum (Abb. 1) 
1. Jahresgang von osmotischem Wert, Zuckerspiegel, Starkegehalt 
und Frosthirte. 
Die Alpenrose zeichnet sich durch standig relativ hohen Gesamtzucker- 
spiegel aus. Als wir Mitte August 1945 die Arbeit begannen, enthielten die 
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heurigen Blatter, die damals schon ziemiich ausgereift waren, 80 mg/cm* 
Saft. Im folgenden Winter stieg die Menge auf maximal 104, im Winter 
1946/47 sogar auf 174mg. Auch die beiden anderen Versuchsarten wiesen 
im zweiten Winter héheren Zuckergehalt auf —- allerdings nur rund 23% 
mehr als im vorausgegangenen. Die Ursache dieses somit allgemein zutref- 
fenden, bei der Alpenrose nur besonders auffalligen Befundes, der sich auf 
heurige wie vorjahrige Blatter erstreckt, ist véllig dunkel. Im Sommer 
iiberwiegt eher die nichtreduzierende, im Winter mehr die reduzierende 
Komponente (Maximum 56, bzw. 94mg). Die ausgepragte Jahresperiode 
des Zuckerpartialdruckes beruht fast ausschlieflich auf Zu- und Abnahme 
dieser reduzierenden Komponente, die auch die Schwankungen des gesam- 
ten osmotischen Wertes (14 bis 22, bzw. 25 at) ausschlieRlich bestimmt.’ 
Da der Wassergehalt vom Spatsommer zum Spatwinter gleich blieb und im 
Friihsommer voriibergehend mit der Saftkonzentration zuriickging, handelt 
es sich im vorliegenden Falle bei den jahreszeitlichen Schwankungen der 
Saftkonzentration nicht blo& vorwiegend, sondern ausschlieflich um regula- 
tive Vermehrung (Herbst) und Verminderung (Friihjahr) osmotisch wirk- 
samer Substanzen. Unter diesen bestreiten die Zucker stindig 40—50% des 
osmotischen Wertes, im Maximum des Winters 1946/47 sogar 75%, was sich 
durchaus in den Rahmen des bisher Bekannten fiigt (Steiner 1935, 
Ulmer 1937). 

Reziprok zum Jahrgang der beiden besprochenen Gréfen lauft die 
Kurve des Starkegehaltes. Mit bescheidenen Vorraten von 40—60mg je 
Gramm Trockengewicht gehen die Blatter in den Winter, wahrenddessen 
die Menge weiter schwindet (Minimum um 20mg). Aber schon von Ende 
Marz ab sammelt sich offenbar im Zusammenhang mit dem Wiedererwachen 
der Lebenstiatigkeit, besonders der Assimilation, sowie infolge Verschiebung 
des Starke-Zucker-Gleichgewichtes wieder mehr Starke an; besonders reich- 
lich fand sie sich zur Zeit des beginnenden Bergsommers (1. Juni 1946: 
126mg je Gramm Trockengewicht), worauf ihre Menge mit Einsetzen des 
Triebes, d. h. mit dem Kohlehydratverbrauch bei der Ausbildung des Mem- 
brangeriistes der jungen Stengel und Blatter wieder abnimmt. 

Aus Abb. 1 ist ohneweiters ersichtlich, daft die Jahresperiode der Frost- 
harte jener des osmotischen Wertes und Zuckerspiegels im wesentlichen 
parallel lauft. Im Sommer — die Zeit, da die neugebildeten Blatter noch 
unreif waren, blieb aufer Betracht — vertrugen die Pflanzen —5 bis — 6° 
ohne gréferen Schaden. In den beiden Wintern hielten sie bis -— 18° aus, 
obwohl sie im zweiten viel ausgiebiger aktiv Zucker angereichert hatten 
als im vorausgegangenen und die gefundene Resistenz nach unseren friihe- 
ren Erfahrungen kaum das absolut mégliche Maximum bedeuten konnte. 


2. Anderungen der drei Gréfen im Abhartungs- und Enthartungsversuch. 


Wurden wihrend der warmen Jahreszeit frisch eingebrachte Zweige fiir 
einige Tage in unschadlichem, schwachem Frost von wenigen Graden unter 


1 So auch bei Hedera und Ilex (nach Steiner 1933 und Pittius 1935). 
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Null gehalten (wir gingen nicht unter — 4° herab), dann schwoll der Gehalt 
der Blatter an reduzierenden Zuckern regelmafig um mehr als die Halfte 
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Abb. 1. Rhododendron ferrugineum, letztjihrige Blatter. Frostharte, osmotischer 
Wert, Zucker-, Stirke- und Wassergehalt im Jahrgang 1945—1947 und deren Ande- 
rungen in Abhartungs- (beringte Punkte) und Enthartungsversuchen (kleine, ange- 
hingte Punkte). x —Summe der Partialdrucke der Zucker + analysierter Elektro- 
lyte. Mit 16. August 1946 beginnen die Kurven des neuen Jahrganges der Blatter. 
Abhiartung bei 0 bis — 4°, Enthaértung (nur im Winter) bei 16—18°. 





























der urspriinglichen Menge an, gleichgiiltig, ob das Kalten im Licht oder im 
Dunkeln vorgenommen wurde (August 1945 L, bzw. D). Blo® die inzwi- 
schen einjihrig gewordenen Blatter im Augustversuch 1947 taten in diesem 
Punkte nicht mit. Der nichtreduzierende Zuckeranteil konnte dabei eben- 
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falls zunehmen (Juni 1946!), ungefahr gleichbleiben oder auch geringfiigig 
zuriickgehen. Letzteres fanden wir mehrmals, wenn wir die Kaltung im 
Dunkeln probeweise auf 6—8 Tage verlingert hatten, weshalb wir es in der 
Regel bei 4 Tagen bewenden liefen. Wie das im einzelnen auch war, jede 
derartige Kaltung verursachte scharfe positive Stéffe des Zuckerpartial- 
druckes und osmotischen Wertes. Da der Wassergehalt wahrend der Frost- 
versuche sich nicht anderte oder selber zunahm, handelt es sich hiebei nicht 
etwa um Eindicken infolge Wasserverlust, sondern um Neubildung von 
Zucker. Der gleichzeitige, ungemein auffallige Starkeschwund zeigt schla- 
gend an, dafi die Neubildung auf Kosten dieser Reserve geht und offenbar 
auf einer durch die niedere Temperatur bedingten Verschiebung des Zucker- 
Siirke-Gleichgewichtes beruht. Anreicherung durch Assimilation war, ab- 
gesehen von dem Lichtversuch (L August 19453), ausgeschlossen, weil die 
Proben in Blechbiichsen verwahrt im Eisraum standen. 


Wie nach eingehenden friiheren Untersuchungen (Pisek und Schie &#], 
1947) feststand und die im Zuge dieser Arbeit vorgenommenen Priifungen 
bestiatigten, nahm auch die Frostresistenz unter dem Einflu& des Kaltens 
stets mehr oder weniger zu. Die im Jahresgang gefundene Harmonie fehlt 
so weit auch im Versuch nicht. Vergleicht man die Anderungen aber quan- 
titativ, dann bemerkt man, da die Ausschlage im osmotischen Wert und 
Zuckerpartialdruck, besonders im friihsommerlichen Hiartungsversuch, sehr 
heftig sind und nahe an die unter den natiirlichen Verhaltnissen im Winter 
1945/46 erreichten Héchstwerte herankommen; die Frosthirte hingegen 
nimmt nur um einen Bruchteil der Jahresamplitude zu und erreicht nicht 
annihernd den winterlichen Héchststand. Wahrend also der regulativen 
Steigerung von Zuckerpartialdruck und osmotischem Wert, wenn sie im 
Ubergang ‘vom Sommerzustand zur Winterruhe erfolgt, gro®e Anderungen 
der Frosthairte zugeordnet sind, entspricht der im kurzfristigen, sommer- 
lichen Hiartungsversuch in gleichem Ausmafe sich einstellenden Zunahme 
von Zuckerpartialdruck und osmotischem Wert eine viel geringere Resistenz- 
erhéhung. 


Umgekehrt ergaben im Winter vorgenommene Enthartungsversuche, bei 
welchen die Proben vom Standort weg in Temperaturen von 15—18° ver- 
bracht und zur Vermeidung von Wassergehaltsinderungen unter weiten 
Glasstiirzen gehalten wurden, daf die Frosthairte schon im Janner in Uber- 
einstimmung mit unseren friiheren Erfahrungen stark nachliefi (von — 18 
auf — 10°), wahrend die anderen beiden Gréfen gleichzeitig nur unerheb- 
lich zuriickgingen. 


Die vorjahrigen Blatter wiesen nicht nur im Sommer, solange die jungen 
noch in Entwicklung waren, sondern bis ins Friihjahr meist geringfiigig 
héheren osmotischen Wert auf als die letztjahrigen; ihr Zucker und Was- 
sergehalt hielt sich fast in den gleichen Grenzen und war nur bedeutend 
und nicht charakteristisch von jenem des jiingsten Jahrganges verschieden. 
Im iibrigen reagierten sie eher schwacher als dieser, aber grundsatzlich 
ebeno und bestatigen somit die oben angefiihrten Ergebnisse, so daft sich 
eine besondere Darstellung eriibrigt. 
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II. Pinus Cembra und Picea excelsa (Abb. 2 und 3) 


Die Zirbe, bei der sich wieder die an den beiden letzten Nadeljahrgiaingen 
getrennt gewonnenen Ergebnisse, abgesehen von unbedeutenden Abwei- 
chungen in der Resistenz, fast véllig decken, wies bei ungefahr gleichen 
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Abb. 2. Pinus cembra, letztjihrige Nadeln. Erlauterung vgl. Abb. 1. 


winterlichen Betragen einen wesentlich ausgeglicheneren Jahresgang des 
osmotischen Wertes auf als die Alpenrose (Amplitude 17—22, bzw. 23 at, 
gegeniiber 14—22, bzw. 25 at). Auch die Schwankung im Zuckergehalt, 
an dem mengenmakig der nichtreduzierende Anteil haufig iiberwiegt, ist 
schwach. Die Kurve des Zuckerpartialdruckes verlauft im Gegensatz zu 
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den Verhiltnissen bei Rhododendron nicht immer symbat, geschweige par- 
allel zu jener des osmotischen Wertes, an dem die Zucker im Falle der Zirbe 
mit zumeist nur 23-—30% beteiligt sind (Maximum 55%, Dezember 1946). 

Zwischen weiten Grenzen pendelt der Stairkegehalt. Im Winter lassen 
sich in den Nadeln der Zirbe merkwiirdigerweise nur Spuren davon nach- 
weisen. Aber schon Ende April (1947!) war — wie bei Rhododendron — 
wieder reichlich Starke vorhanden; im Friihsommer, am 1. Juni, bestimm- 
ten wir die enorme Menge von 160 mg/g Trockengewicht, nach dem Aus- 
treiben im August fanden sich in den iiberwinierten wie heurigen Nadeln 
nur mehr rund 20—30mg. Der hohe Starkegehalt am 1. Juni macht die in 
derselben Bestimmungsreihe hervortretende, voriibergehende Depression 
des Wassergehaltes wenigstens teilweise verstandlich. Bedeutet doch diese 
Starkemenge eine Zunahme des Trockengewichtes, die nicht mehr vernach- 
lassigt werden kann und (ceteris paribus) als Riickgang des Wassergehaltes 
aufscheinen muff. Aus den Zahlen, welche die gleichzeitigen Bestimmungen 
an Rhododendron ergaben (Abb. 1), kann man dasselbe herauslesen, freilich 
weniger deutlich, weil dort die Unterschiede zwischen den aufeinander- 
folgenden Terminen weniger stark sind. 

Der relativ unbedeutenden Jahresschwankung von osmotischem Wert 
und Zuckerspiegel steht die durch unsere friiheren Arbeiien bekannte und 
hier wieder bestitigte, auRerordentlich grofe Spannung zwischen Sommer- 
und Winterfrostharte der Zirbe an der alpinen Waldgrenze gegeniiber. Ihre 
Nadeln vertrugen im August nicht mehr als die Blatter der Alpenrose, d. h. 
blo® einige Grade unter Null, wahrend sie im tiefen Winter bei der Resi- 
stenzbestimmung bis — 40° und noch tiefere Temperatur ohne nennenswerten 
Schaden aushielten. Solcher Kalte kann der Baum innerhalb seines alpinen 
Verbreitungsgebietes héchstens in gréferen Frostléchern ausgesetzt sein. 
An exponierten Hiangen sind ihm Sturm und Schneegeblise vermutlich 
gefahrlicher als starke Kalte allein. 

Wurden Zweige unter denselben Bedingungen wie bei Rhododendron 
einige Tage gekaltet (oder warm gehalten), dann nahm ihre Resistenz absolut 
stets betrachtlich zu (oder ab), wogegen die Anderung im osmotischen Wert 
und Zuckerspiegel im allgemeinen sehr gering ausfiel und vielleicht aus die- 
sem Grunde nicht immer gleichsinnig jener der Frostharte gefunden wurde. 
Eine Ausnahme von der Regel, dafi entsprechend der schwachen Spannung 
zwischen den jahreszeitlichen Extremwerten auch im Versuch die Reaktion 
hinsichtlich osmotischem Wert und Zuckerspiegel schwach ausfiel, macht der 
kraftige Sprung des Monosaccharidgehaltes beim Kalten Anfang Juni 1946. 
Die Vermehrung der reduzierenden Zucker ging teilweise auf Kosten der 
zur Zeit in grofer Menge angehauften Starke, teilweise auf Kosten des nicht 
reduzierenden Anteils, die beide wahrend der Behandlung abgenommen 
hatten. Im osmotischen Wert wurde ein ganz entsprechender Stoff bemerk- 
bar. Das Ergebnis stimmt bestens mit jenem der Alpenrose zusammen, von 
der wir vorhin erwahniten, daft die im gleichen Hartungsversuch mit aus- 
giebigster Zuckerausschiittung reagierte. Allerdings verloren die Zirbel- 
zweige in diesem Versuch — sonst waren die Schwankungen stets unbedeu- 
tend — so viel Wasser, daft ein Teil der Erhéhung des Zuckerpartialdruckes 
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darauf zuriickgefiihrt werden muf. Aber es bleiben doch ungefahr 2 at 
aktiver Zunahme (gerade soviel wie die Hinaufregulation zum Winter aus- 
machte), denen keine auch nur annahernd angemessene Resistenzsteigerung 
entspricht. Umgekehrt war im Oktoberversuch bei weit geringerer Zucker- 
zunahme der Abhirtungserfolg viel bedeutender als im Juni. So ergeben 
sich auch bei der Zirbe je nach Jahreszeit quantitative Unstimmigkeiten 
zwischen den in Beziehung gebrachten Gréfen, soweit sie sich im’ Versuch 
iiberhaupt gleichsinnig anderten. 
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Abb. 3. Picea excelsa, letztjahrige Nadeln. Osmotischer Wert, Zuckerpartialdruck 
und Starkegehalt. Erlauterung wie Abb. 1. 


Picea lie® bei aller grundsatzlichen Ubereinstimmung zwischen dem 
Jahresgang der Resistenz einerseits, der Gesamt- und Zuckerkonzentration 
anderseits hinsichtlich des Ergebnisses von erhéhter und erniedrigter Tem- 
peratur jeden klaren Zuammenhang zwischen diesen Eigenschaften ver- 
missen. Doch ist hiezu zu bemerken, daft bei der Fichte nicht blo& osmo- 
tischer Wert und Zuckerspiegel in allen Versuchen wenig beeinflu&t wurden: 
auch die Resistenz anderte sich in den Abhartungsversuchen nur wenig. Sie 
nahm nur um i—2° zu. Aufenthalt in Zimmeriemperatur allerdings hatte 
im Janner auch hier zur Folge, dafi sie stark zuriickging (von —38 auf 
— 25°). 

Im iibrigen fand sich bei der Fichte in Ubereinstimmung mit Ulmer 
absolut und relativ etwas gréRerer Zuckergehalt als bei der Zirbe, wober 
die Monosaccharide standig schon der Menge nach iiberwiegen und daher 
den Grofteil des Zuckerpartialdruckes und seiner jahreszeitlichhen An- 
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derung wie auch der Jahresschwankungen des osmotischen Wertes besirei- 
ten. Starke fiihren die Nadeln im Winter rund 10 -—-20mg je Gramm Trok- 
kengewicht. Im Spatwinter und Friihjahr wird sie wie bei den anderen 
Arten sehr stark vermehrt (Maximum: iiberwinterte Nadeln 4. Juli 184 mg). 


B. Sonstige Zellsaftkomponenten (Abb. 4—6) 


Auer den Zuckern wurden als weitere, wichtige Lésungsbestandteile des 
Zelisaftes die Anionen Apfel- und Zitronensiure sowie die Kationen K, Ca 
und Mg regelmafig bestimmt. In friiheren Jahren von I]jin (1932, 19534, 
1936, 1938, 1940, 1944) an mehreren Hundert Pflanzen verschiedener Stand- 
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Abb. 4. Gehalt des Prefsaftes letztjahriger (lj) und vorjahriger (vj) Blatter von 
Rhododendron ferrugineum an Apfel- und Zitronensdure, Kalium, Calcium und 
Magnesium (mg/cm*® Saft). 
orte durchgefiihrte Analysen hatten gezeigt, daft dies die verbreitetsten und 
mengenmafig im allgemeinen die wichtigsten Komponenten sind. Im zwei- 
ten Jahr der Untersuchung wurde iiberdies der Gehalt an geléstem N stich- 

probenweise gepriift. 

Uber das Ergebnis dieser Bestimmungen am unbehandelten Frisch- 
material (Basispunkte der Kurven Abb. 1—3) lat sich im allgemeinen 
sagen, daf 1. alle drei Pflanzen stindig mehr Apfel- als Zitronensadure 
fiihren; 2. die letztjahrigen Blatter weniger Saéure und auch weniger Ca und 
Mg enthalten als die vorjahrigen, dafiir aber etwas K-reicher sind als diese, 
was besonders bei der ersten Bestimmung nach dem Austreiben des neuen 
Jahrganges im August 1945 an Zirbe und Fichte auffallt (iiber K-Reichtum 
der jungen Blatter vgl. Iljin, 1944); 3. der Gehalt an jeder der gepriiften 
Komponenten von Jahr zu Jahr mitunter erheblich schwanken kann. So 
fiihrten die vorjahrigen Blatter von Rhododendron im zweiten Winter 
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wesentlich mehr Ca und im Zusammenhang hiemit auch mehr Apfel-, aber 
weniger Zitronensdure als im vorausgegangenen. Pinus enthielt im August 
1945 mehr K als zur selben Zeit im folgenden Jahre. 
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Abb. 5. Pinus cembra und Picea excelsa, Gehalt des Prefsaftes letztjahriger (Ij) 
und vorjahriger (vj) Nadeln an einigen wichtigen An- und Kationen (mg/cm* Saft). 


Der K-Gehalt von Rhododendron halt sich zwischen rund 2 und 3,5 mg 
je Kubikzentimeter Prefisaft. Pinus cembra schwankt fast in den gleichen 
Grenzen, nur der Wert vom August 1945 (6,5 mg) ist ebenso wie der ent- 
sprechende Wert von Picea (7 mg) stark iiberhéht. Picea stellt im iibrigen 
mit seinen 3,5 bis 5mg/cm* die K-reichste der drei Arten vor. Beide Koni- 
feren sind durch sehr geringen Gehalt an geléstem Ca und Mg ausgezeich- 
net, der hinsichtlich jedes dieser Kationen 1 mg nie iiberstieg, wahrend die 
Alpenrose immerhin meist 1—2mg Mg und 2—3mg Ca (in den vorjiahri- 
gen, im zweiten Winter bis 5 mg!) fiihrte und wohl im Zusammenhange mit 
dem gréReren Gehalt an zweiwertigen Kationen (I]jin 1938), besonders 
an Ca, auch wesentlich gréRere Sdiuremengen enthialt. Die Koniferen wei- 
sen héchstens 2mg Zitronensdure und 4mg Apfelsaiure auf; die Alpenrose 
2—3 mg der ersteren und bis 9mg Apfelsiure. Der Analysenwert von 11 mg 
im November 1946 scheint uns fehlerhaft iiberhoht. 
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Hinsichtlich jahreszeitlicher Anderungen kann man bei Rhododendron 
eine gewisse Ca- und Mg-Anreicherung und Hand in Hand damit auch 
gréRere Saiuremengen im zweiten Winter feststellen; bei den Koniferen 
sind die Anderungen vollig belanglos. So ist es denn durchaus verstandlich, 
da® die nach dem Kilten, bzw. Warmhalten durchgefiihrten Saftanalysen 
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Abb. 6. Gesamte Ca-Menge der Blatter und Gehalt an geléstem Ca in Milligramm 
je Gramm Trockengewicht. 


keinen geordneten Einfluf der Behandlung auf den Gehalt an den einzel- 
nen lonen erkennen lassen, vielmehr innerhalb einer gewissen Streuung in 
der Regel die Grundbestimmung bestatigen. 

War schon die Menge des gelésten Ca in den vorjahrigen Blattern gréfer 
als in den letztjahrigen, so gilt dies erst recht vom gesamten Ca-Gehalt. Er 
stieg bei Rhododendron nicht nur im Sommer, sondern auch wihrend des 
Winters und erreichte Ende April 1947 den Héchstbetrag von 10, bzw. 
15 mg/g Trockengewicht, wogegen er bei den Koniferen ziemlich konstant 
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blieb und iiber 4, bzw. 6—7 mg nicht hinausging. Es ist fiir alle drei Arten, 
besonders die Koniferen, sehr bezeichnend, daf das geléste Ca nur einen 
kleinen Bruchteil der Gesamtmenge ausmacht (Abb. 6 — da der Wasser- 
gehalt stets etwas mehr als 100% des Trockengewichtes betragt, werden die 
Zahlen je Kubikzentimeter Saft durch die Umrechnung auf Gramm Trok- 
kengewicht ausgedriickt). Die weitaus tiberwiegende Ca-Menge ist also als 
Niederschlag vorhanden. Dies zusammen mit dem absolut geringem Gehalt 
an geléstem Ca und an den beiden analysierten Saiuren stempelt alle drei 
hier untersuchten Arten, besonders die Nadelhélzer, zu ,,physiologisch Cal- 
ciophoben™ im Sinne I1jins (1932, 1940), was dem ékologischen Charakter 
von Rhododendron ferrugineum und Pinus Cembra durchaus entspricht. 
Sind sie doch beide Bewohner kalkarmer, saurer Biden, die iiber Ca-Kar- 
bonatgestein nur dort siedeln, wo entsprechend dicke Humus-Isolierschich- 
ten entwickelt sind. Wie weit die bodenvage Fichte auch auf kalkreicherem 
Substrat sich calciophob oder anpassungsfahig verhalt, wurde im Zuge der 
vorliegenden Untersuchung nicht gepriift. 

Im Vergleich zu den Analysenergebnissen von mehr als 200 verschiede- 
nen krautigen Pflanzen, die I] jin 1932 veréffentlichte, unter denen kaum 
‘/,s mehr als 20 mg/cm* Mono- und nur etwa ‘/:0 mehr als 10 mg Disaccharide 
enthielten, sind unsere drei Arten, wie wohl alle wintergriinen (Pittius 
1934, Steiner 1933, Ulmer 1937), relativ zuckerreich. Selbst Pinus Cem- 
bra, die davon am wenigsten enthalt, fiihrt mindestens 40mg Mono- und 
10 mg Disaccharide. Die Menge der iibrigen hier bestimmten Saftkomponen- 
ten nimmt sich dagegen bescheiden aus, und es erhebt sich die Frage, wel- 
chen Anteil des gesamten osmotischen Wertes sie bestreiten. 

Mit Riicksicht auf die schwer abschatzbaren Fehlerquellen, die der 
Berechnung dieses Anteiles der Elektrolyte aus der verschiedenen Kom- 
binationsméglichkeit der verschiedenwertigen Ionen und aus den uniiber- 
sichtlichen Dissoziationsverhaltnissen erwachsen, habe ich ihren Partial- 
druck empirisch wenigstens ungefahr zu ermitteln versucht, indem ich fiir 
einige Basispunkte der Kurven des osmotischen Wertes (Abb. 1 und 2) 
entsprechend den Analysenangaben Lésungen hergestellt und kryoskopiert 
habe. Die Einwaagen der Apfel- und Zitronensaure waren den Analysen- 
tabellen unmittelbar zu entnehmen, jene der Kationen wurden iiber deren 
Normalitat auf die Hydroxydverbindung berechnet. Die Differenz zwischen 
der Gesamtnormalitit der bestimmten Kationen und jener der analysierten 
beiden Anionen wurde durch in HC] ersetzt. 

Die so ermittelten und auf Gefrierpunkttemperatur korrigierten Par- 
tialdrucke hielten sich bei Rhododendron zwischen rund 3 (Februar 1947) 
und 8 at (Janner 1946), bei Pinus zu denselben Zeitpunkten zwischen 4 und 
6 at als Extremwerten. Die Schwankungen sind also verhaltnismafig gering, 
wie das auch Pittius (1934)bei Hedera und Ilex gefunden hatte. Bei 
Rhododendron decken die Zucker und die analysierten Elektrolyte zusam- 
men 80—100% des jeweiligen osmotischen Wertes (Kreuzchen in Abb. 1 und 
2!), so daf hier tatsichlich die Hauptmenge der osmotisch wirksamen Sub- 
stanzen erfafit erscheint. Im fraglichen Rest mag unbekannie freie Saure 
stecken, nach Pittius wiirde man in erster Linie an Phosphor- und Schwe- 
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felsiure denken. Geldster Stickstoff wurde bei allen drei Arten in Stich- 
proben wihrend des zweiten Winters nur sehr wenig, héchstens 1*/2 mg/cm? 
gefunden; er kann schon aus diesem Grunde keine nennenswerte Rolle spie- 
len (Tab. 2). Bei Pinus hingegen macht der Partialdruck samtlicher be- 
stimmten Komponenten bestenfalls 65% des gesamten osmotischen Wertes 
aus — nur im Dezember 1946 betrug er 80%, doch diirfte diesmal der osmo- 
tische Wert vermutlich zu niedrig sein. Bei Pinus sind unserer Analyse 


Tab. 2. N gelést, mg/cm Saft. 




















August November | Dezember Janner 
Rhododendron . .| letztjihrig. ... . 1,26 0,92 sa 0,56 
| vorjahrig ..... 1,26 0,90 a 0,56 
Pinus Cembra. . . | letztjihrig ..... 1,62 1,23 0,38 -- 
| vorjihrig ..... 1,00 0,81 0,38 — 
Picea excelsa .. .| letztjihrig..... 1,43 | 1,00 0,45 _— 
| vorjihrig ..... ; 1d | 1,67 | 0,45 — 


sonach mengenmafig wichtige Substanzen enigangen, was weiterer Auf- 
klarung bedarf. Gerbstoffe sind nach Pittius (1934) und Walter und 
Steiner (1936) osmotisch unwirksam und auch alle bei 100° fliichtigen 
(atherischen) Stoffe des Prefisaftes der Fichte vermochten, durch Wasser 
geleitet, dessen Gefrierpunkt nicht zu verandern (Knodel 1938). Der- 
artige Stoffe kommen fiir die Aufklarung des Fehlbetrages hiemit nicht in 
Betracht. 


Zusammenfassung 


Es wurden die im natiirlichen Wechsel der Jahreszeiten und die im 
Kurzversuch unter der Einwirkung tiefer, bzw. hoher Temperatur vor 
sich gehenden Anderungen der Kalteresistenz der Blatter einerseits, ander- 
seits jene des osmotischen Wertes und Zuckerspiegels des Prefisaftes sowie 
dessen Gehalt an einigen anderweitigen, mengenmafig wichtigen Kom- 
ponenten (K, Ca, Mg, Apfel- und Zitronensaéure), auRerdem der Starke- 
und Wassergehalt bestimmt. Zum Vergleich mit dem osmotischen Wert 
wurden die den jeweils gefundenen Zuckermengen entsprechenden Partial- 
drucke aus den von Walter (1936) mitgeteilten Tabellen durch graphische 
Interpolation, der Partialdruck der Ionensummen stichprobenweise empirisch 
ermittelt. Samtliche analysierten Komponenten zusammen decken bei Rho- 
dodendron mindestens */s des gesamten osmotischen Wertes, waihrend dieser 
bei Pinus Cembra zu 1/s bis fast */2 von Substanzen bestritten werden mu, 
die unsere Analyse nicht erfaften. 

Der Ionengehalt schwankt, abgesehen von der auffalligen Ca- und 
Siiureanreicherung bei Rhododendron im zweiten Winter, im Jahresgang 
relativ wenig, jedenfalls weniger als der Zuckerspiegel. Demenisprechend 
ergaben die Enthartungs- und Hartungsversuche keinen wesentlichen und 
eindeutigen Einflu® auf den Gehalt an den einzelnen Ionen. Pinus und 
Picea anderten bei derartiger Behandlung auch ihren relativ niederen 
Zuckerspiegel und den osmotischen Wert im allgemeinen wenig und nicht 
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immer gleichsinnig mit der Resistenz, wie sie auch im Jahresgang in der 
Gesamt- und in der Zuckerkonzentration eine geringe Spannung. zwischen 
Héchst- und Mindestwert aufweisen. Rhododendron hingegen reagierte ent- 
sprechend der ihm eigenen gréferen Jahresamplitude des osmotischen Wertes 
und Zuckerspiegels mindestens im Abhartungsversuch mit mehr oder weniger 
kraftigen und in allen Versuchen mit der Resistenzanderung gleichsinni- 
gen Ausschlagen. Bedeutendere Zuckeranreicherung geht dabei auf Kosten 
der Starke, deren die Blatter aller drei Arten im Winter wenig oder nur 
Spuren (Pinus!), im Spatwinter und Friihsommer grofe Mengen fiihren. 

Hinge die Frostharte ursachlich unmittelbar vom osmotischen Wert und 
Zuckergehalt ab, ware zu erwarten, daft bei einer bestimmten Pflanze einer 
bestimmten Anderung der letzteren Gréen — wenigstens soweit sie aktiver 
Natur und nicht blof® durch Wasserschwankungen bedingt sind — stets 
dieselbe Anderung der Frostharte entsprache. Dies trifft nicht zu. Vor allem 
ist die aktive Zunahme des osmotischen Wertes und Zuckerspiegels in den 
friihsommerlichen Abhartungsversuchen mit Rhododendron und Pinus, ob- 
wohl sie fast das Maximum des vorausgegangenen Winters erreichte, von 
nur bescheidener Steigerung der Resistenz begleitet, die selbst bei Rhodo- 
dendron nicht annahernd zum winterlichen Héchstwert fiihrte. Umgekehrt 
konnte bei Pinus im Herbst sprunghafte Resistenzzunahme bei nur gerin- 
ger Zuckerausschiittung erzielt werden: Der Grund kann nur darin zu 
suchen sein, daf die Pflanzen im Herbst sich im Ubergang zur Winterruhe 
befanden, im Friihsommer dagegen bereits hochaktiv waren und eben die- 
ser verschiedene Zustand, d. h. die augenblickliche Phase der inneren Perio- 
dizitat fiir die Resistenz in erster Linie ausschlaggebend, die Zuckeranreiche- 
rung hingegen eine mehr sekundare, eine Begleiterscheinung ist. Was ihren 
Zeigerwert nicht zu schmilern und einen — allerdings beschrankten — 
unmittelbaren Zusammenhang zwischen Resistenz und Zuckergehalt nicht 
auszuschliefen braucht. 
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1. Einleitung 


In einer noch wenig bekannten Arbeit untersuchten L. u. M. Brauner 
(1943) den Einflu& der cH auf die Wasserpermeabilitaét des Protoplasmas. 
In hypertonischen Lésungen von Kaliumnitrat oder Zucker, die mit Puffern 
verschiedener pH-Bereiche (pH 3,5 bis pH 7,9) versehen wurden, priiften 
die Autoren mit Zellen der Innenepidermis der Zwiebelschuppen von Allium 
cepa und der Stengelepidermis von Phlomis tuberosa die Wirkung der cH 
auf die Wasserpermeabilitét. Die Ergebnisse dieser Arbeit, die sich aus der 
planimetrischen Berechnung der Plasmolysegrade P® (P°=100 mal Zell- 
flache : Protoplastenflache), der Messung der Plasmolysegeschwindigkeit so- 
wie der Konvexplasmolysezeit zusammensetzen, zeigen, da die Geschwin- 
digkeit der Protoplastenkontraktion im Bereiche pH 5,3 am gréften ist, 
wihrend das Haftvermégen des Plasmas an der Zellwand, die Viskositat 
des Protoplasten und der Diffusionswiderstand des Wassers im gleichen Be- 
reiche (pH 5,3) die kleinsten Werte aufweisen. Die folgenden Abbildungen 
(Abb. 1, 2) aus der Arbeit von L. u. M. Brauner (1943) zeigen die ge- 
schilderten Beeinflussungen in sehr guter Weise. 

Die Permeation geléster Stoffe und ihre Abhangigkeit von der cH 
untersuchte I] jin (1928) fiir Zucker und Salze, Rottenburg (1943) fiir 
Harnstoff und Glyzerin. Nach I]jin sinkt die Permeabilitaét vom sauern 
zum neutralen Bereiche und steigt wieder im alkalischen Bereiche an. Dabei 
liegt der Tiefpunkt der untersuchten Stoffe auf verschiedener Hohe, fiir 
Zucker bei pH 7, fiir Kalium bei pH 5,6. 

Nach dem Permeabilitatsverhalten in Glyzerin und Harnstoff konnte 
Rottenburg (1943) in den von ihr untersuchten Zellsorten drei Grup- 
pen aufstellen. Bei den gepriiften Zellen von Tradescantia elongata, Ma- 
janthemum bifolium, Muscari racemosum, Taraxacum officinale und La- 
mium purpureum nimmt die Permeabilitat von der sauren nach der alkali- 
schen Seite zu, wahrend bei Campanula tracelium und Gentiana austriaca 
die Harnstoffpermeabilitat vom Neutralpunkt nach der alkalischen Seite 
deutlich abnimmt. In Zygnema sp. aber fand Rottenburg ein Objekt, 
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das eine gesetzmaftige cH-Abhingigkeit der PermeabilitatsgréRen nicht er- 
kennen lief. 

Im folgenden soll die Abhangigkeit der Wasserpermeabilitét von der cH 
mit einer messenden Methode nachgepriift und untersucht werden, ob der 
Einflu& der cH mit den zur Verfiigung stehenden Mitteln mit Sicherheit 
nachweisbar ist. 


2. Methodik und Material 


Ich arbeitete mit der plasmometrischen Methode nach Hiéfler (Héfler 
1918 a, b; 1930; 1931; Huber-H6fler 1930), einer alten, in vielen Versuchen 
bewdhrten Mefmethode, deren sich unter anderen de Haan (1933), Huber 
(1933), Levitt-Scarth-Gibbs (1936), Hofmeister (1939), Frey-Wyss- 
ling und v. Rechenberg-Ernst (1943), Frey-Wyssling (1946) und 
Bochsler (1948) bei ihren Arbeiten iiber die Wasserpermeabilitét des Proto- 
plasmas bedienten. 
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Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. Graphischer Verlauf der Protoplastenkontraktion in drei verschiedenen 
pH-Bereichen. 
Allium cepa; 0,6 mol KNOs, 4/10-McIlvain-Puffer (L. u. M. Brauner, 1943, S. 298). 


Abb. 2. Durchschnittswerte aus einer Reihe von Versuchen zur Bestimmung der 
Konvexplasmolysezeit in verschiedenen pH-Bereichen. 
Allium cepa; 0,6 mol KNOs, 4/10-McIlvain-Puffer (L. u. M. Brauner, 1943, S. 296). 


Die Messung des Plasmolyseverlaufes erfolgt nach den Regeln der Plasmo- 
metrie (vgl. Héfler [1918a, b]), die aus dem Verhiltnis des Protoplasten- 
volumens Vpzum Zellvolumen Vz den Plasmolysegrad G als Maftzahl berechnen 
lassen. Zellen mit kreiszylindrischhen Querschnitt und konvexe, an den Seiten- 
wanden anliegende Protoplasten sind Voraussetzung zu genauen Messungen. 


b 1 = Lange des Protoplasten 
Vp ai 3 : 
G= “iors h — Innenlange der Zelle 
r+er— » b = Innenbreite der Zelle 
ae. ST I’, ’ = Lange der Teilprotoplasten 


(bei geteilten Protoplasten) 
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Handelt es sich um die Berechnung der Wasserpermeabilitit, so sind fiir die 
Auswertung eines Versuches zumindest drei Messungen notwendig, von denen zwei 
den Beginn (g,; und ge) und eine, nach Erreichung des Gleichgewichtes, den End- 
grad G der Plasmolyse erfassen miissen. 

Zur Berechnung der Wasserpermeabilitit verwendete ich die von Héfler 
(1930) entworfene mathematische Auswertung der Plasmolysekurven, die von der 
Annahme ausgeht, daft sich das Volumen des Protoplasten proportional dem osmo- 
tischen Gefille, das von der AuBenlésung zum Zellsaft besteht, verkleinere. In einer 
dg : apae = 
a= k (C—c); g ist der jeweilige Plasmolyse- 
grad, C ist die Konzentration des Plasmolytikums, c ist die veranderliche Kon- 
zentration des Zellsaftes und k ist ein Proportionalitatsfaktor. Das Vorzeichen 
Minus bedeutet, daf das Protoplastenvolumen und die Plasmolysegrade wahrend 
der Kontraktion in Abnahme begriffen sind. Wird der in den Versuchen bestimmte 
Plasmolysegrad g als unabhangig Veranderliche verwendet und weiterhin mit y 
hezeichnet, so sieht die Formel nach Substituierung von c = O/y (aus der Beziehung 
O = (1 Yi = C2 Ya = CG) folgendermafen aus: 


a = —k(c- 2) 
y 


Formel ausgedriickt ergibt dies: 


dt 


Durch diese Differentialgleichung ist, wie Héfler (1930) annimmt, das Momentan- 
gesetz gegeben, das den Vorgang des Plasmolyseeintrittes beherrscht. Vgl. auch J a- 
cobs (1927) und Jacobs-Steward (1932). Durch Integration der Gleichung 


de a a ae—o ee k =o erhalten wir schlie&lich die 


1 G3 
y—O: 





o} Da aber O:C dem Endwert G der 


Plasmolyse entspricht, so lautet die Formel zur Berechnung der Eintrittskonstanten 


endgiiltig: kp= eua a {im — ¥y2)+G.In 3 

Den Proportionalititsfaktor k, der die Geschwindigkeit des Plasmolyseablaufes 
angibt, bezeichnet Hoéfler als Eintriitskonstante k, (bei der Deplasmolyse- 
Riickgangskonstante kp). Die Konstante k ist ein Kurvenabschnitt der Plasmolyse- 
kurve zwischen zwei MeBpunkten (g,, g2) und gibt uns die relative Volumainderung 
in der Zeiteinheit (Minute) bei der Einheit des Konzentrationsgefilles (Grammol) an. 
Werte von k, die mit verschiedenen Diosmotika gewonnen wurden, miissen, um 
vergleichbar zu sein, auf die isotonische Konzentration umgerechnet werden. Fiir 
die Deplasmolyse wird der Wert von kp nach folgender Formel berechnet: 





1 j ; G'— in| 
kre == 1 — rs — 
R C'(ts a gh | (Ye Yi) + G'. In G_ Vo 


Erklarung der Zeichen: 


C = Konzentration des Diosmotikums bei der Plasmolyse (Plasmolytikum) 
C’ = Konzentration des Deplasmolytikums 
11, te = MeRzeiten von y, und y2 (= Plasmolysegrade g;, g2) 
G = Endgrad der Plasmolyse nach Erreichung des Gleichgewichtes 
G’ — Endgrad der Plasmolyse im Deplasmolytikum 
In = log nat.; log. nat. x — 2,3026 log. x. 
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Die Berechnung der Eintritts- und Riickgangskonstanten scheint sehr zeit- 
raubend, ist aber bei einiger Ubung fiir einen Wert in drei bis fiinf Minuten még- 
lich (mit Rechenschieber und Logarithmentafel). 

Ein Beispiel soll zeigen, wie die Berechnung eines k,-Wertes erfolgt: Salvinia 
natans, Versuch II, 17, Zelle 3, Plasmolyse in 0,25 GM KNOs. 


91 = 0,817 wurde in der 4. Minute des Versuches gemessen. 
g2= 0,70, wurde in der 6. Minute des Versuches gemessen. 





G = 0,36, 
om 1 J a= G\ 
yi —y2 = 0,817 — 0,708 = 0,109 a « aa eS ee 
aa ke = (0,109 + 0,099) 
we Son a In 0,455 _ = In. 1,315 os + 
aes G 0,346 
kp — 22208 0,362... 0,55 871 — 1 
- ~ “0,50 01189 . 0,07 518 — 1 
In 1,315 = 2,3026 log . 1,315 9.8026 0,86 220 
ke = 0,41 
log . 1,315 = 0,11 893 es 
og. =; 
er G.in ¥4—% _ 099 
" y—G 


Die Berechnung von kp erfolgt in der gleichen Art. Bei der Deplasmolyse 
wendete ich die Methode der partiellen Deplasmolyse an, d. h. die Zellen wurden 
nicht in Wasser, sondern in einer verdiinnten Liésung des Plasmolytikums de- 
plasmolysiert. Bei einer Deplasmolyse in Wasser wiirde das ganze Gefille der 
Auftenkonzentration C zur Wirkung kommen und das Plasma schadigen, wahrend 
bei der Plasmolyse nur das Gefille C— O (O = osmotischer Zellwert) seinen Ein- 
flu® ausiibt, wie Lepeschkin (1910) nachgewiesen hat. Am giinstigsten ist der 
Deplasmolyseverlauf, wenn die Deplasmolyse in einer Lésung vorgenommen wird, 
die dem osniotischen Grundwert der Zellen entspricht oder nahekommt. Ich wandte 
die Deplasmolyse nur in jenen Fallen an (Cladophora, Spirogyra H, N und Val- 
lisneria), wo der Eintritt der Plasmolyse konkav und krampfartig erfolgte. 


Eine andere Methode zur Berechnung der Wasserpermeationskonstante stammt 
von Bochsler (1948) und geht von der Annahme aus, daft die Wasserpermeation 
nach dem Fickschen Diffusionsgesetz verliuft. Diese Methode, die ebenfalls die 
plasmometrische Messung der plasmolysierten Protoplasten benutzt, hat grofe 
Vorziige. Die Berechnung der Permeationskonstante ist unabhingig von der Kon- 
zentration des Plasmolytikums, und es geniigt die Messung des Plasmolyse-End- 
grades G sowie eines Plasmolysegrades g zur Zeit t. Die Frage der mathematischen 
Behandlung stand aber bei Bochsler sehr stark im Vordergrund, und seine 
Berechnungsweise ist physiologisch doch noch wenig erprobt. 


Die Lésungen stellte ich volummolar her. Die Diosmotika wurden im MeB- 
kélbchen abgewogen und dann das Lésungsmittel bis zur Mefmarke aufgefiillt. 
Als Lésungsmittel gebrauchte ich Standort-, Leitungs- und bidestilliertes Wasser 
(das zweitemal iiber Jenaglas destilliert). Die Arbeitslésungen bereitete ich taglich 
frisch aus den Stammlésungen. 


Zum Puffern der Lésungen beniitzte ich die iiblichen Phosphatpuffer von 
Sérensen (1909) (vgl. Strugger 1938) oder Zitratpuffer nah McIlvain 
(vgl. Clark 1928, Welcher 1947; S, 64), die auh Brauner (1943) verwendete. 

Die Herstellung und Zusammensetzung der Puffer und der gepufferten Lé- 
sungen: Das bidestillierte Wasser fiir die Lésungen wurde ausgekocht, um die 
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Kohlenséure zu verdringen und dann in luftdicht abgeschlossenen Gefafen bis 
zum Gebrauche aufbewahrt. 

Der Phosphatpuffer besteht aus */1; mol primares Kaliumphosphat, 
1/1; mol sekundires Natriumphosphat, */1; mol tertiéres Natriumphosphat und fiir 
stark saure Bereiche noch */10n Salzsiiure. Die Pufferreihe wird durch Mischung der 
einzelnen Komponenten in verschiedenen Mengen zusammengesetzt. 











? 
p-Bereich | yPucsphat | NaPhosphat | NaPhosphat | “ecm 
3,1 9,0 | _ | — | 1,0 
4,3 9,95 waa | os | 0,05 
48 10,0 | _ _ | — 
6,0 9,0 1,0 | _ _ 
7,0 4,0 | 6,0 | — _ 
s 025 = | 9,75 - | - 
8,7 4,5 | ow | 5,5 -_ 
10,1 | 

| 


4,0 | — | 6,0 | — 


Der Zitratpuffer setzt sich aus Stammlésungen von 0,2 mol sek. Natrium- 
phosphat und 0,10 mol Zitronensiure zusammen, die, nach vorgeschriebenen Ver- 
hiltnis gemischt, eine pH-Reihe von pH 2,2 bis 8,0 ergeben. Dieser Puffer kann 
mit Vorteil auch in Elektrolytlésungen (mit Ausnahme von Ca) angewendet 
werden. 


Die von mir verwendeten pH-Bereiche setzen sich beim Zitratpuffer wie folgt 
zusammen: 











H-Bereich | ecm 0,2mol | cem 0,1 mol 
P sek. Na-Phosph.| Zitronensdure 
30 =| 4,11 15,89 
4.0 77 123 
a 9,86 | 10,14 
5.2 10,72 | 9,28 
56 | 11,6 8,4 
60 si 12,63 7,37 
64 | 13,85 6,15 
a | 4.55 
= | 16,47 3,53 
72 (| 17,39 2:61 
80 | 1945 0,55 


Von diesen fertigen Pufferlésungen eines bestimmten pH-Bereiches wurde immer 


1 Teil auf 9 Teile der Lésung gegeben. Die derartig hergestellten Pufferlésungen 
enthalten */1s0 mol Salz. 


Gegen die Verwendung der Zitronensiure kann der Einwand erhoben werden, 
daB die Wasserpermeabilitét durch die Permeation der Saure starker beeinfluBt 
wird als durch den Einflu& der Wasserstoffionen. Die Maximalkonzentration der 
Zitronensdure betrigt bei pH 3 °/1000GM und ist in den héheren Bereichen noch 
bedeutend kleiner. Brenner (1918) hat das Permeationsverhalten der Zitronen- 
siiure untersucht und stellt fest, da die undissoziierten Molekiile bzw. Anionen 
der Zitronenséure keinen schadlichen Einflu& auf das Plasma ausiiben. 
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Zur Herstellung der Lésungen verwendete ich Mefpipetten mit */10 und */100 cm*® 
Genauigkeit. Die Temperatur betrug bei den meisten Versuchen 18 bis 20°C. Alle 
Messungen wurden bei kiinstlichhem Licht ausgefiihrt. Ein Reichert - Mikro- 
skop neuester Bauart stand mir dabei zur Verfiigung. Okular 6x mit Okular- 
mikrometer (100 Strich), Objektiv 60:1, A —0,75. Die Werte von h, I, b sind in 
Strichen des Okularmikrometers angegeben. 1 Strich ist 2,7 u. 

Das Pflanzenmaterial (Spirogyra, Cladophora) holte ich jeden zweiten Tag 
frischh aus dem Wasserpark in Floridsdorf (Wien XXI) vom gleichen Standort, 
Vallisneria und Salvinia aus dem Glashaus des Institutes, wo sie in Aquarien, 
bzw. in einem Betonbecken kultiviert werden. Die Schnitte wurden vor den Ver- 
suchen entliiftet, bei den Algen und den Wasserblittern der Salvinia eriibrigte 
sich dies. 

Die Behandlung der Pflanzenteile wihrend der Messung: Die Wasserblatter, 
die Algen und die Schnitte wurden unter dem Deckglas beobachtet. Der Objekt- 
trager war mit einem Paraffinstreifen versehen, auf dem das Deckglas ruht und 
somit keinen Druck auf die darunter befindlichen Pflanzenteile ausiiben kann. 
Gleichzeitig wird der mit der Lésung erfiillte Raum vergréRert. Das Diosmotikum 
wurde, wenn nicht gerade gemessen wurde, dauernd mittels Filterpapierstreifen 
durchgesaugt, bzw. mit einem Glasstab zugesetzt. Bei dieser Durchsaugemethode 
ist streng darauf zu achten, daf keine Reste des Plasmolytikums auf dem Objekt- 
trager bleiben, eintrocknen und beim neuerlichen Durchsaugen unter das Deckglas 
kommen. Der Vorteil dieser Durchsaugemethode ist klar, denn die Pflanzenteile 
bleiben wahrend des ganzen Versuches unberiihrt unter dem Deckglas, und die 
Zellen sind immer leicht zu finden. Vergleichende Versuche mit Schnitten, die nach 
jeder Messung wieder in das Fliaschchen mit der Liésung kamen, zeigten keine 
Unterschiede gegeniiber den mit der Durchsaugemethode gewonnenen Ergebnissen. 
Bei Algenfaiden und den Wasserblattern kame eine solche zeitweilige Ubertragung 
in ein Flaschchen iiberhaupt nicht in Frage, da bei den Wasserblattern die Zellen 
kaum mehr wiederzufinden waren und die Algenfaiden beim Herausnehmen ver- 
trocknen wiirden. 

Die Algenfaden, wie auch die Schnitte, wurden mit Glassplitterchen am Objekt- 
trager fixiert, um ein Verrutschen oder Wegschwemmen wiahrend des Durchsaugens 
zu verhindern. Bei den Wasserblattern von Salvinia war dies nicht erforderlich. 


3. Versuche mit Salvinia natans 


Dieser Wasserfarn lieferte mit den Zellen seiner Wasserblatter das beste 
Objekt fiir meine Versuche. Zellen von Salvinia wurden zuerst von Huber 
fiir Messungen der Wasserpermeabilitét herangezogen (vgl. Huber -H6f- 
ler, 1930, S. 411—418, 438—447, 482—489, 503), doch hat er mit S. auriculata 
gearbeitet. Die Luftblatter von Salvinia natans sind annahernd doppelt 
so lang wie breit und nicht gestielt. Die Blatter stehen in dreizahligen 
Wirteln. Jeder Wirtel besteht aus zwei ungeteilten Luftblattern und einem 
vielteiligen Wasserblatt, das sich aus neun bis zwoélf Teilen zusammensetzt. 
Die an diesen Wasserblatteilen befindlichen Zellfaden wurden zur Messung 
verwendet. Jeder Zellfaden wird von einer Reihe einfacher Zellen gebildet, 
die zur Spitze hin allmahlich schmaler werden. Die Endzelle ist zugespitzt, 
braun gefarbt und fiir Messungen nicht zu gebrauchen. 

In allen Versuchen nahm ich die Wasserblatter des jiingsten Wirtels, 
dessen Luftblatter schon geéffnet auf der Wasseroberflache liegen. Zellen 
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von alteren Wirteln sind aus folgenden Griinden nicht zu verwenden: 
1. Die Zellen werden zu lang, dadurch kommt es bei der Plasmolyse meist 
zu Teilungen der Protoplasten. Bei meinen Versuchen war es aber wichtig, 
eine méglichst grofe Anzahl von Zellen zu messen, was sich mit den langen 
Zellen und den geteilten Protoplasten aus Zeitgriinden nicht empfiehlt. 
2. Das Plasma unterliegt in den Zellen von alteren Wirteln starken Ver- 
anderungen, ja es kommt schlieflich zu einer ganzlichen Auflésung des Plas- 
mas, so daft die Haarfaden in alteren Wasserblittern nur mehr kapillare 
Saugorgane darstellen. 

Ich fand, da sich die Zellen der Wasserblatter von Salvinia natans un- 
tereinander in physiologischer Hinsicht unterscheiden. Die basale Zelle eines 
Zellhaares (in den Versuchen die ,,Zelle 1“) hat die kiirzeste Rundungszeit 





Abb. 3. Salvinia natans; Plasmolysierte Zellen vom Wasserblatt. 


und ist gegen schidliche aufere Einfliisse am widerstandsfahigsten. Die 
distalen Zellen zeichnen sich durch hohe Viskositat des Plasmas und durch 
eine hohe Wasserpermeabilitat aus. Am besten vergleichbar sind die Zel- 
len 2 bis 5, deren Zellbau allen plasmometrischen Anforderungen entspricht. 

Die bei den Versuchen mit Salvinia unter der Rubrik ,,Zelle“ befind- 
lichen Zahlen geben die Lage der gemessenen Zelle im Zellfaden an. Wie 
schon oben erwiahnt, ist die basale Zelle Nummer 1, die nachste 2 usw. Die 
Zeichen (z. B. 2’, 2+), die den Zahlen oft angefiigt sind, bedeuten, daf diese 
Zellen von einem anderen Zellhaar des gleichen Wasserblatieiles stammen. 

Die Abb. 3 gibt den Ausschnitt eines Wasserblattes wieder. Der obere 
Zellfaden ist verletzt, in der Zelle befindet sich ein Tonoplast, leicht durch 
das koagulierte Plasma, welcher aufen anhaftet, zu erkennen. Der mittlere 
Zellfaden zeigt das typische Bild einer guten Plasmolyse. Der Protoplast 
der ersten Zelle liegt in vielen Fallen mit einem Meniskus an der distalen 
Querwand an und wurde in dieser Stellung nicht zu Messungen verwendet. 
Der uniere Zellfaden hat in einer langen Zelle geteilte Protoplasten, wah- 
rend die distalen Zellen noch konkave Plasmolyseformen aufweisen. 
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Salvinia natans 
Versuchsbedingungen: Plasmolyse in 0,25 GM KNO3. Lisungsmittel ist bidestil- 
liertes Wasser. Die cH-Reihe wurde mit McI1vain- Puffer hergestellt. Am Be- 
ginn des Versuches kamen die Wasserbliatter auf zwei Minuten in das Flischchen 
mit dem Plasmolytikum, dann erst auf den Objekttriger unter das Deckglas. 


pH 3 
Die Abhebung der Protoplasten beginnt konkav, geht aber in den ersten Minuten 
des Versuches in sehr gut meftbare, konvexe Formen iiber. Fast alle Zellen sind 
lebend und plasmolysiert. 


Versuch II./14 = 1. XII. 48 BT 2C 


Zelle h 4, L l b M1 92 G ke Zeit! 
2y 6H 4S SB 26 18 0,77, 0,66, 0,41, 0,34, 47’ 
St igo “as Gee? 222 15,5 0,77, 0,68, 0,46, 0,33, 

2 51 47 40 28 20,3 0,78: 0,65, 0,41, 0,43, 

4 48 43 37 263 17,3 0,77, 0,65 0,42, 0,42, * 
5 af. 36° 28 at 15 0,75, 0,64, 0,43. 0,37, a 
6 40 35-32: 2&3" 43 0,76, 0,69, 0,42, 0,36 5—7’ 





Mittelwert von ky = 0,375. 


pH 4 
Auch hier beginnt die Abhebung etwas konkav und geht bald in gut mefbare 
Formen iiber. 


Versuch II./19 2. XII. 48 LT: 20,5° C 


Zelle A 4 1 l b 91 g2 G RE Zeit 
5 30 24,5 21 18 15 0,65, 0,53, 0,43 0,60; 7—10’ 
A 36 78 Bp 2 17,5 0,61, 0,48, 0,39; 0,60, a 
ot 936 29 25,5 21,3 18 0,64, 0,539 0,42, 0,47 
6+ 24 19 17 16 16 0,57, 0,49. 0,44, 0,64, 
1> SRS. 217 ARS AF 13,5 0,54, 0,45, 0,39, 0,56, 


2890:5— 


” 
” 


” 


Mittelwert von k, = 0,57s. 


pH 6 
Gut konvexe Protoplastenformen ab Beginn des Versuches. Die Mehrzahl der 
Zellen ist plesmolysiert und lebend. 


Versuch II./41 6. XIT. 48 LE: 195°C 
Zelle A ly | b " 92 G RE Zeit 
1 55-33 31 29,3 15,5 0,50, 0,46, 0,43, 0,50, 47’ 
i? 49 31 27,8 26 145 ‘0,53; 0,46, 0,43, 0,68, re 
oY. (53; 43 36,5 30 13,5 0,72, 0,60, 0,48, 0,60, % 
4+ @ 315 2B 25 13 0,63 0,55, 0,48, 0,59, 


2386 4 


” 


Mittelwert von ke <= 0,59. 


1 LT: Lufttemperatur; h= Zellinge; b= Zellbreite; 1, l2= Lange des Proto- 
plasten bei den Mefzeiten ft; und t2; 1 = Lange des Protoplasten nach Erreichung des 
osmotischen Gleichgewidhtes; g1, ge = Plasmolysegrade; G = Endgrad der Plasmo- 
lyse. 
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pH 7 
Der Eintritt der Plasmolyse erfolgt sofort konvex. Alle Zellen sind plasmo- 
lysiert, 
Versuch II./13 1. XII. 48 LF: 21%¢€ 


a ks es eS ” 9 G ke Zeit 
2 30 2 24 18 17 0,77, 061 0,41 0,55, 3-7’. 
3 38 34 28 20 15 0,76, 0,60, 0,39, 0,50, 
3+ 30 26 21 17 145 0,70, 0,54, 0,40, 0,63, 





1695 :3 
Mittelwert von kz=— 0,565. 
pH 8 
Am Beginn krampfartige Plasmolyse, sie dauert etwa bis zur 3. Minute. 
Versuch II./17 2. XII. 48 LT:: 20°C 
a & & & 8 b rT G ke Zeit 


3 55 52-46 27 21,3 0,81, 0,70, 0,36. 0,41, 46’ 
4 3-33 5 25 2 0,79, 0,69, 0,38, 0,42, 
6 61 51 44 28 19 0,733 0,61, 0,35, 0,48, 
Ya a / ae aa 7- 27, 185 0,80, 0,63, 0,37, 0,48, 


1815 :4 


” 


” 





Mittelwert von kg = 0,45,. 


Im stark sauern und im alkalischen Bereiche beginnt die Abhebung der 
Protoplasten konkav, die Werte der Eintrittskonstanten sind hier am 
kleinsten. Der Gipfelpunkt der bei Plasmolyse in KNO, gefundenen 
Wasserpermeabilitaitskurve liegt zwischen pH 4 und pH 7. In den vor- 
liegenden Versuchen wird er im Bereiche pH 6 erreicht (Abb. 4). Die Plas- 
molyse wird von allen Zellen der Wasserblatter sehr gut und ohne Schaden 
ertragen. 


Salvinia natans 


Versuchsbedingungen: Plasmolyse in 0,40 GM Glyzerin. Liésungsmittel ist bi- 
destilliertes Wasser. Das Plasmolytikum ist mit McI1vain- Puffer gepuffert. Am 
Beginn des Versuches kamen die Wasserblatter auf zwei Minuten in das Flaschchen 
mit dem Plasmolytikum. 

pH 4 

Versuch II./30 3. XII. 48 LE: 24°C 

Kurzes, junges Wasserblatt. Sehr gute Form der Protoplasten ab Beginn. Die 
Mehrzahl der Zellen ist plasmolysiert. 

Zelle h l, lb l b On g2 G RE Zeit 
1 oe 40,8 37 27 «18 0,68, 0,60, 0,41, 0,17, 9—12’ 
4 56,5 41 36 te 35 0,65 0,56, 0,38, 0,20 6—9’ 
3+ 83 58 525 38 185 0,62, 0,55, 0,38, 0,15, a 


Mittelwert von ky = 0,173. 
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pH 5,6 
Versuch II./26 3. XII. 48 LT: 21°C. 


Die gemessenen Zellen haben gute Form, doch sind viele Tonoplasten im Wasser- 
blatt, und bei Protoplasten treten oft zipfelige Formen auf. 


Zelle h 4, lL 1 b 91 g2 G RE Zeit 
1 48 35 325 23° 063, 057, 045 027, 5=7 
1+ 66 49 43 27 175 (0:65, 056, (832, 023, = 
1’ 63 49 45 | 17 0,68, 0,62, 0,40, 0,21, <s 

723 :3 

Mittelwert nur ky = 0,24). 


pH 7 
Versuch IT./32 3. XII. 48 ET: 17°C 


Die gemessenen Zellen haben ab Beginn des Versuches sehr gute Form. Viele 
Tonoplasten und tote Zellen im Wasserblatt. 
Zelle A A lL l b 91 Je G RE Zeit 

2 “2; 47 41 268 15 0,67, 0,58, 0,35, 0,18, 6—9’ 

3 65 44 37,5 27 14 0,60, 0,50; 0,34, 0,22, “ 

> 6 2 2 78. 12. O54. 048 : 036, 0%, 3 

Tpr. 205 185 148 604 :3 

Mittelwert von kz = 0,20,. 
Die Zelle 5 hat geteilte Protoplasten (Tpr.). 


pH 8 
Versuch IT./35 4. XII. 48 LT: A7¢¢ 


Die Plasmolyse beginnt krampfartig und geht dann langsam in sehr gute For- 
men iiber. Zahlreiche Tonoplasten vorhanden. 
Zelle A i, bb 1 b 91 Je G RE Zeit 
Z 50 36 32 24 15 0,62, 0,54 0,38 0,19, 7—10’ 
a2. om! ES EB: COT, «COS, “O24. ‘021, m 
+: B2 (23020 16: eh: O75. “O51 “OS5: O14, > 
30/33 


Ne 


Mittelwert von ky; — 0,18,. 


Die Ergebnisse in den einzelnen pH-Bereichen sind von der gleichen Art, 
wie die mit Kaliumnitrat durchgefiihrten. Der Gipfelpunkt der bei der 
Plasmolyse in Glyzerin gefundenen Kurve der Eintrittskonstanten liegt um 
den Bereiche pH 5,6. Zum sauern und zum alkalischen Bereiche sinken die 
Werte von kg wieder ab (Abb. 5). 


4. Versuche mit Vallisneria spiralis 


Flachenschnitte aus der mittleren Region des Blattes eignen sich am 
besten zu den Messungen, da hier das Blatt am dicksten ist und die Zell- 
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langen den Anforderungen der Mefimethode gut entsprechen. Bei samtlichen 
Versuchen nahm ich die Blatter von einer Pflanze. Alle Messungen* wurden 
wiahrend der Deplasmolyse durchgefiihrt. Gemessen habe ich in erster Linie 
die Mesophylizellen, daneben aber auch Epidermiszellen, die im Prinzip das 
gleiche Verhalten zeigen. Die Streuungen der Einzelwerte sind jedoch bei 
den Epidermiszellen sehr grof, was natiirlich den Wert dieser Messungen 
stark herabsetzt. Bei vergleichenden Messungen der Wasserpermeabilitat 
von Epidermis- und Mesophyllzellen des Vallisneriablattes fand Huber 
(1933), da der Plasmolyse Eintritt (KNO,, NaCl als Plasmolytikum) in den 
Mesophylizellen 30 bis 40mal langsamer erfolgt als in den Epidermiszellen. 
Die Unterschiede beruhen nach dem Autor zum geringeren Teile auf ver- 
schiedenen ZellgréRen der beiden Gewebe, zum gréReren auf verschiedene 
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Abb. 4. Salvinia natans; Plasmolyse in 0,25 GM KNO; McI1vain- Puffer. 
Abb. 5. Salvinia natans; Plasmolyse in 0,40 GM Glyzerin McI! vain - Puffer. 


Wasserdurchlassigkeit des Protoplasmas. Einen Unterschied in der Harn- 
stoff- und Glyzerinpermeabilitat beobachtete auch Hurch (1933) bei Epi- 
dermis- und Mesophyllzellen, doch war die Riickdehnung der Epidermis- 
zellen 4 bis 5mal, die auf die Einheit der Oberflache bezogene Permeabilitat 
nur etwa 2mal schneller wie die der Mesophylizellen. 

Die nun folgenden Versuche sind alle mit Zellen des Mesophylls durch- 
gefiihri worden. Die Schnitte wurden in 0,70GM Traubenzucker plasmoly- 
siert und in 0,40 GM Traubenzucker deplasmolysiert. Die pH-Bereiche stellte 
ich mit Phosphatpuffer her. (1 Teil Puffer und 9 Teile Lésung.) Plasmolyse 
und Deplasmolyse wurde im gleichen pH-Bereiche durchgefiihrt. 


pH 48 
Die Protoplasten haben in diesem Bereiche sehr gute Formen. 
Versuch 46 18. XI. 48 LT: 19°C 


Der Schnitt lag 1 Stunde im Plasmolytikum. 
Mittelwert (aus 3 Zellen) von k p= 0,05. 
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pH 4,8 
Versuch 47 18. XI. 48 Eis © 
Der Schnitt lag 2 Stunden im Plasmolytikum. 
wie h bh bh 2 ae a a ee 
1. OSD. BS 530 34,8 21 0,42 0,45, 0,54, 0,06, 12—17’ 
2. eae 30,5 35 18 044 0,48, 0,58 0,09, 
3 60 29 30,7 36 21 0,36, 0,39; 0,48, 0,05, 
4 52, 285. QS. °35 21 0,41, 0,45 0,53, 0,07, 


Mittelwert von kp = 0,07. 


Versuch 50 =: 19. XI. 48 LT: 16°C 


Der Schnitt lag 19 Stunden im Plasmolytikum. Gleiches Blatt, wie die vorher- 


gehenden Versuche. 


Zelle Ah l; lL I b gi g2 G RR Zeit 
1 83 22—- 23- 27— 19 0,38 0,42, 0,52, 0,07, 7—11’ 
Tpr. 23 24,5 29 
oe. igs 295 35 18 0,36, 0,40, 0,50 0,08, Pe 
is S25 3d 43 18 0,36, 0,39, 0,50, 0,06, ‘i 
65 275 295 365 14 0,35, 0,38, 0,48) 0,05, ey 
276 :4 


wm CG bdo 


Mittelwert von kp = 0,06o. 


pH 6 


Sehr guter Verlauf der Deplasmolyse. Der Endgrad der Deplasmolyse wird 
schon in der 17. bis 23. Minute erreicht. Bei pH 4,8 aber erst nach 50 bis 60 Minuten. 


Versuch 53 19. XI. 48 LT: 19C 
Der Schnitt lag 2 Stunden im Plasmolytikum. 
Zelle h 4 L l b gu gz ag kr Zeit 


1. ~40 2. 2H 62 18 0,42, 045 0,50 0,15, 4-7’ 
50 26 27 294 18 0,40 0,42 0,46, 0,09, 
3 288 2525 Zs 17 0,38, 0,40, 0,44, 0,13, 


384 :3 


tro 


Mittelwert von kp — 0,125. 


Versuch 58 = 20. XI. 48 7 eld Vg ® 


Der Schnitt lag 22 Stunden im Plasmolytikum. Zellen mit idealer Form. 


trophe bei der Plasmolyse. 
Zelle Ah I, l l b 1 g2 G' RR Zeit 
1 49 245 25,5 27,8 20 0,36; \ 0,38, 0,43, 0,10, 6—10° 
53. (27 288: 31,1 19 039, 0,42; 047 0,13, 
61-3 35,5 39,3 29 0,38, 0,42, 0,48, 0,13, 
—-378:3 


Ww 


Mittelwert von kp = 0,12,. 


Sys- 
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pH 7 


Ballensystrophe bei allen Zellen. Die Deplasmolyse wird bei allen“ Schnitten 
ohne Schaden ertragen. Deplasmolyse-Endzeit ist in der 30. bis 35. Minute. 


Versuch 57 —- 19. XI. 48 LT: 20°C 
Der Schnitt lag 3 Stunden im Plasmolytikum. 
Zelle h e.4 : « “ao € mm. se, 


1 45 24 26° 29 22 0,37, «20,41, «0,48, «20,12, «= 6—10” 


2 Se 25 2a Se 19 0,32, 0,37; 0,44, 0,12, “ 
3 49 24 26 295 17 0,37, 0,41, 0,48, 0,10, zy 
4 60 275 30 34 19 0,35, 0,39, 0,46, 0,10, % 
> Sew 28 «431,55 19 0,39, 0,43, 0,50, 0,12 od 
585 :5 
Mittelwert von kp = 0,11; 
Versuch 59 20. XT. 48 EF: 37°€ 
Der Schnitt lag 21 Stunden im Plasmolytikum. 
Zelle h 4, L l b gu g2’ G Rr Zeit 


1 54 243 26 28 17 + 0,34, 0,37, 0,41, 0,13, 8—12’ 
39 =20 21 23 18 0,35, 0,38, 0,43, 0,09, a 
33 20 0,35 0,38, 0,45, 0,08, o 


31733 


Ww ro 
or 
wo 
bo 
Nj 
ty 
wo 


Mittelwert von kp — 0,10,. 
pH 8,7 


Die Protoplasten haben immer gute Form. Die Deplasmolyse-Endzeit liegt zwi- 
schen der 45. und 55. Minute. 


Versuch 49 18. XI. 48 LT: 19°C 


Zelle A L 1D 1 b gi g2 G' kr Zeit 
1 57 27,5 308 368 19 0,37, 0,43 0,53; 0,08, 9—14’ 

51 264 29 34 22 «0,37, + +0,42; +052, 0,08, ve 

51 28 30 35 21 0,41, 0,45, 0,54, 0,07; wi 

74 35 38 46 20 0,38, 0,42, 0,53, 0,06, * 

te 30 38 46 22 0,35, 0,39, 0,49, 0,06, es 


Ol & & bo 


Mittelwert von kp— 0,075. 


Versuch 51 19. XI. 48 LT: 17°C 


Der Schnitt lag 19 Stunden im Plasmolytikum. Alle Zellen ertragen die De- 
plasmolyse ohne Schaden zu nehmen. 


Zelle A lL, l b o 92 G' Rr Zeit 
I © 2 28 30 20 0,32. 0,35, 0,47. 0,05, 10—14’ 
47 22 i. 2 15 0,36, 0,39, 0,50, 0,05, - 
23 27 17 0,39 0,42, 0,52 0,05, 
65 29 31 38 20 0,34, 0,37, 0,48, 0,05 a 
70 «305 32,5 405 21 0,33, 0,36, 0,47, 0,05, 10—14’ 


263 : 5 


Oe & bv 
o— 
a 
do 
— 
~S 


Mittelwert von kp= 0,05». 
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Im Bereiche pH 6 wird der Gipfelpunkt erreicht, und die Kurve verlauft 
zum Neutralpunkt in fast gleicher Héhe (Abb. 6). Von diesen beiden Punk- 
ten sinken die Werte der Riickgangskonstanten in das saure und das al- 
kalische Bereich ab. Die Deplasmolyse-Endzeiten verhalten sich gleichsinnig. 
sie sind im leicht sauern Bereiche pH 6 am kiirzesten. 

Die Plasmolyse von der angegebenen Dauer sowie die Deplasmolyse wiah- 
rend der Messung waren fiir das Plasma ohne schaidigenden Einfluf, was 
durch zwei Tatsachen erhartet wird. 

Bei der Plasmolyse kommt es immer zu einer Systrophe, die in vielen 
Fallen auch wahrend der Deplasmolyse bestehen bleibt. Das Auftreten 
einer Systrophe kann aber nach Germ (1932) als Beweis einer gut verlaufen- 
den und unschadlichen Plasmolyse gelten. 

Die Dauer der Plasmolyse hatte in meinen Versuchen keinen entschei- 
denden Einflu& auf die Wasserpermeabilitat. In einzelnen Versuchen lagen 
die Schnitte 1 bis 3, bzw. 19 bis 22 Stunden im Plasmolytikum. 


4p 
12 


LAK 

















So 
S 
ee 








> s 
S 
ba 
aN 
~ 
> 
- 
eee 
ae 


hay 





















































/ \ i 
7 
| 


Lal a! 
DAGE 7 PU ZO 4348 E0 70 8087 7 
aH eS. 











Abb. 6 ‘bb. 7 


Abb. 6. Vallisneria spiralis; Plasmolyse in 0,70 GM Dextrose — Deplasmolyse in 
0,40 GM Dextrose. Phosphatpuffer. 


Abb. 7. Spirogyra sp.; Plasmolyse in 0,70 GM Dextrose — Deplasmolyse in 0,45 GM 
Dextrose. 9, ... ohne Puffer, nur mit bidest. Wasser. Phosphatpuffer. 


5. Versuche mit Spirogyra und mit Cladophora 


Ich verwendete drei verschiedene Spirogyra-Formen, die sich durch ge- 
ringe Wasserpermeabilitat auszeichneten, das osmotische Gleichgewicht spat 
erreichten und gegen die schadlichen Einfliisse der Plasmolyse und De- 
plasmolyse wenig empfindlich waren. (Die Bezeichnungen entsprechen nicht 
den von Eibl] [1939] verwendeten.) 
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Spirogyra H 


Vegetative Zellen sind 29 bis 35 u breit, mit nicht gefalteten Querwanden. 
Der Kern ist oval und liegt nicht zentral, sondern vielleicht im Wandplasma- 
schlauch. Spirogyra H hat einen Chromatophor, die Zellmembran ist diinn- 
wandig. Diese Form besitzt hohe osmotische Werte, im Traubenzucker ist 
O ... 0,35 bis 0,42 GM. Kopulation und Zygoten sind unbekannt. Die Messun- 
gen wurden mit Herbstmaterial durchgefiihrt. Plasmolyse mit anschlieRen- 
der partieller Deplasmolyse in Traubenzucker. Gemessen wurde die Riick- 
dehnung. Die pH-Reihen wurden mit Phosphatpuffer (S. 151) eingestellt. 


Spirogyra N 


Vegetative Zellen sind 29 bis 35 u breit, mit nicht gefalteten Querwanden. 
Der Kern ist rund und wandstindig. Die Zellmembran ist diinnwandig, ein 
Chromatophor. Er ist breiter als bei Spirogyra H, mit der sie leicht ver- 
wechselt werden kann. Als Unterscheidungsmerkmal dienten mir die nie- 
deren osmotischen Werte, in Traubenzucker ist O... 0,24 bis 0,26GM. Ver- 
wendet wurde Herbstmaterial, auch sonst waren die Versuchsbedingungen 
dieselben wie bei Spirogyra H. 


Spirogyra L 


Vegetative Zellen sind 35 bis 40 u breit, mit nicht gefalteten Querwanden. 
Der Kern ist rund, ein Chromatophor.. Leiterférmige Kopulation, Zygoten 
(43 X 70 uw) mit abgerundeten Polen. 

Das Material wurde im Friihjahr gemessen. Plasmolyse in 0,50 GM KNO,. 
Die Lésungen wurden mit Mclivainpuffer eingestellt. 

Die Messungen bei Spirogyra H und Spirogyra N fanden wahrend der 
Deplasmolyse statt, da der Eintritt der Plasmolyse konkav erfolgte. Dios- 
motikum war eine Lésung von Traubenzucker in abgekochtem und filtrier- 
tem Standortwasser. 

Die zu kurzen Stiicken zerschnittenen Algenfaden (10mm) nahm ich 
mit.einem Glasstab, dessen Spitze zu einem haarférmigen Hiakchen aus- 
gezogen war, aus der Lésung, bzw. dem Standortwasser und legte die Faden 
(10 bis 20 Stiick) auf den Objekttrager. Unter dem Mikroskop suchte ich 
dann die gewiinschte Form heraus, befestigte den Faden mit einem Glas- 
splitterchen, deckte ab, und die Messung begann. 

Aus der grofen Zahl von Versuchen, die in dieser Versuchsreihe gemacht 
wurden, kann nur ein kleiner Teil hier gebracht werden. Ich habe die Aus- 
wahl aus einer Anzahl gleicher Versuche immer so getroffen, daf der Ver- 
such, welcher den Mittelwerien der iibrigen entspricht oder nahekommt, 
mitgeteilt wird. 

Spirogyra H 

Plasmolyse in 0,70 GM Traubenzucker, Deplasmolyse in 0,45 GM Traubenzucker. 

Phosphatpuffer. 
pH 3 


Von 17 gemessenen Zellen gingen 9 wihrend des Versuches zugrunde. Die Proto- 
plasten dehnten sich zuerst normal bei der Deplasmolyse aus, schrumpften aber dann 
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plétzlichh zusammen und starben ab. Der Bereic: pH 3 ist eben fiir Spirogyra schon 


stark schadigend. 
Versuch 13. X. 48 LT: 48°C 


Die Zellen lagen 2% Stunden im Plasmolytikum. 





Zelle A i l l b g 92 G' kr Zeit 
1 ee 4 eee 34 13 0,64, 0,67, 0,84, 0,23, 1—2’ 
y. AL 28.3305. 41 13 0,60, 0,64, 0,89, 0,27, 4. 
3 AB 2 aa 348.. 22 053, 057, 07h; O05, Be 
869 : 3 
Mittelwert von kp = 0,285. 
pH 4,3 


Auch in diesem pH-Bereich sterben noch viele Zellen wahrend des Aufenthaltes 
in den Lésungen ab. Doch kommen oft Faden mit lebenden Zellen vor. Der folgende 
Versuch stammt von solchem Material. 


Versuch 50 20. X. 48 EE: 155°C 


Die Zellen lagen 1% Stunden im Plasmolytikum. 


Zelle h 4 bb l b gi g2 G' kr Zeit 
1 46 29 33 365 123 0,54, 0,62, 0,70, 0,69, 30”’—1'30” 
2 CQ 30 35 39 12 0,43, 0,51, 0,58, 0,49, - 
3 836 245 27 2B 14 0,55 0,61, 0,67, 0,53, és 
4 3 2S +2 31 14 0,57, 0,61, 0,69, 0,56 a 
2 279: 4 


Mittelwert von kp = 0,57. 
Die Zellen 1, 2 und 3, 4 sind jeweils von einem Faden. 


pH 4,8 


Die Mehrzahli der Zellen leben im Faden und ertragen die Deplasmolyse ohne 
Schaden. Sehr gute Form der Protoplasten im Plasmolytikum. 
Versuch 104 ~— 8. XI. 48 BE 2 


Die Zellen lagen 1 Stunde im Plasmolytikum. 


Zelle h h lb 1 b gi g2 G' kr Zeit 
1 46 28 30 32. 13. O51, 055, - 060; 0:76 3207—1'30” 
2 46 27 25: W. 3: 049, 052, (0:55, 0,79 xs 
3 HM. «Zin. 31 13 0,48, 0,52, 0,56, 0,79, “i 
2341-3 


Mittelwert von kp = 0,78. 


Alle Lésungen mit bidestilliertem Wasser (pH 5 bis pH 6) ohne Puffer. 

In diesen Lésungen wird die Plasmolyse und Deplasmolyse ohne Schaden er- 
tragen. Ich habe diese Versuche hier aufgenommen, da die Werte der Riickgangs- 
konstanten gut in den Verlauf der Kurve passen (vgl. Abb. 7). 


Zur cH-Abhangigkeit der Wasserpermeabilitit des Protoplasmas 


Versuch 1 13. X. 48 LT: F¢€ 


Die Zellen lagen 2 Stunden im Plasmolytikum. 
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Zelle h L hb l b g1 g2 G’ kr Zeit 
b’ &2 40 42 45 13 0,68, 0,72, 0,79, 0,79, 2—3° 
2 325 3% 41 443 13 0,66, 0,69, 0,76, 0,69, is 
a 40,5 42,5 453 13 0,72, 0,76, 0,82 0,89, ms 
2 384 :3 


Mittelwert von k —0,79;. 


Versuch 7 14..X. 48 


Der Mittelwert (6 Zellen) von kp = 9,75,. 


pH 6- 


Dieses pH-Bereich ist wieder mit Puffer eingestellt. 
sehr gut. Die meisten Zellen leben. 


Versuch 80 =. 23. X. 48 LF: APC 


Die Zellen liegen 1 Stunde im Plasmolytikum. 


Zelle h 4, 1D) l b g g2 
1 ee 35 40,5 12,5 0,48, 0,57, 
2 a oe 36,5 42 12,5 0,49, 0,59, 
a 57 335 388 445 125 051, 0,60, 
4 56 634 39 43 12, 0,53, 0,62, 
Mittelwert von kp=— 0,94. 
pH 7 


4 Stunden im Plasmolytikum 


Der Deplasmolyseverlauf ist 


G kr Zeit 
0,68, 0,81 30’—1'30” 
0,69, 0,94, - 

0,70, 0,88, PS 
0,69, 1,14, ia 
3 784:4 


Plasmolyse und Deplasmolyse werden in diesem Bereiche sehr gut ertragen. Die 
Deplasmolyse-Endzeiten liegen zwischen der 4. und 6. Minute. 


Versuch 81 23. X. 48 L¥:. 12¢ 
Die Zellen lagen 21 Stunden im Plasmolytikum. 
Zelle h h b l b go g2 
1 54 DE 33 36 12 0,42, 0,53, 
Zz ‘Se5..28 45 35 125 Ce, \054 
Je coe 28 33,8 37 125 0;42, - 053 
4 49 26,5 30 33 125 0,45, 0,52, 


Mittelwert von kp = 1,11. 


Versuch 76 22. X. 48 
Mittelwert (aus 4 Zellen) von kp = 1,48. 


LT: 17°C 2 Stunden im Plasmolytikum. 


G' RR Zeit 
0,59 1,23 30”—1'30” 
0,60 1,23 * 
0,58, 1,11 s 
0,58, 0,87. ms 
4442:4 


11* 
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pH 8,7 


Ungefiahr die Halfte der Zellen gingen bei der Plasmolyse zugrunde, die De- 
plasmolyse wurde gut ertragen. Die Form der Protoplasten ist immer sehr gut. 


Versuch 13 14. X. 48 |S ERS al 
Die Zellen lagen 3 Stunden im Plasmolytikum. 


Zelle Ah hk: hh l a ae oe kr Zeit 


i SO: 438). "40 445 12 0,68, 0,72 082 0,48 1-2’ 
2. SEA Pa saz 468 12 0,70, 0,74; 0,84 0,57; 
3 51 © 23 £ 12 0,70, 0,75,. 0,86, 0,53, 
4 60 42 435 47 12 0,63 0,65, 0,71, 0,48 





-2064:4 

Mittelwert von kp = 0,51. 

Versuch 25 16. X. 48 Ee 16C 

Die Deplasmolyse-Endzeit wird im Bereiche pH 8,7 in der 15. bis 18. Minute 
erreicht. 
Zelle ho ae . 2 on G' kR Zeit 

1 47 26 29 36 13 046, 0,52, 0,67, 0,39, 30”—1'30” 

2 42: 25 28 33 13 0,49, 0,56, 0,68, 053, i 

3 58: 35 38,5 45 13 0,52, 059 0,70, 0,54, 3 

4 49-345 “3 25 ‘Gol, 065, 071,. 065, - 


Mittelwert von kp=— 0,525. 


pH 10 


Hier im alkalischen Bereiche ist der Grad der Schadigung naturgemaéf am groR- 
ten, trotzdem plasmolysieren auch noch viele Zellen sehr gut. Im allgemeinen sind 
die Werte von kp niedrig, doch gibt es auch Zellen mit hohen Werten, und es ist 
noch schwer zu entscheiden, was die Regel und was abnormal ist. Die beiden fol- 
genden Versuche wurden mit einwandfreiem und gesund aussehendem Material aus- 
gefiihrt. 


Versuch 17 15. X. 48 BPs Isc 


Die Zellen liegen 3 Stunden im Plasmolytikum. 


Zelle Ah 4, L, 1 b go go G' kr Zeit 


i CS SiS Shs <6 12 0,69, 0,77, 0,86, 0,93, 30’—1'30” 
2 795 “ah 61 68,3 12 0,70, 0,76 0,85, 0,70 
Ss ®@! “5 72 12 0,69, 0,75, 0,84 0,78, 


--2422:3 


” 


” 


Mittelwert von kp— 0,80,. 
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Versuch 21 15. X. 48 LE: IG€ 


Die Zellen lagen 5 Stunden im Plasmolytikum. 


Zelle A l, ly 1 b 91 g2 G’ RR Zeit 
1 SF 4.33 35 «41 12 0,56, 0,60, 0,72, 0,37, 30”—1'30” 
2 84 57 63 76 11,5 0,63, 0,70; 086 0,56, 
3 98 59 6 805 11,5 0,56, 0,62, 0,78, 0,44, 
4 G5 6 8 0,62, 0,65, 0,78 0,33; 
1715:4 
Mittelwert von kp = 0,425. 
Spirogyra N 
Das Verhalten dieser Form in den verschiedenen p-H Bereichen ist das gleiche 
wie das von Spirogyra H. Der osmotische Wert dieser Alge ist sehr niedrig und be- 
trigt bei der Plasmolyse in Traubenzucker 0,24 bis 0,26 GM. 


Plasmolyse in 0,70 GM Traubenzucker, Deplasmolyse in 0,45 GM Traubenzucker. 
Phosphatpuffer. 
pH 4,3 


Mittelwert von kp= 0,23». Aus drei Versuchen mit 8 Zellen. 
pH 4,8 

Mittelwert von kp—0,26;. | Aus zwei Versuchen mit 8 Zellen. 
pH 6 


Mittelwert von kp= 0,45. Aus drei Versuchen mit 9 Zellen. 


pH 7 

Mittelwert von kp == 0,60. Aus zwei Versuchen mit 6 Zellen. 
pH 8 

Mittelwert von kp = 0,27,. Aus zwei Versuchen mit 9 Zellen. 
pH 8,7 

Mittelwert von kp—0,23,. | Aus zwei Versuchen mit 7 Zellen. 
pH 10 

Mittelwert von kp= 0,18;. Aus zwei Versuchen mit 4 Zellen. 


Die Werte der Riickgangskonstanten der Plasmolyse sind im Vergleich zu 
Spirogyra H sehr klein. 


Die k,-Werte sind im Bereiche pH 7 bei beiden Spirogyraformen am 
gréRten und werden im alkalischen sowie im sauern Bereiche kleiner 
(Abb. 7). Auch die Deplasmolyse-Endzeiten zeigen denselben Verlauf, sie 
sind bei pH 7 am kiirzesten, im sauern und alkalischen Bereiche am langsten. 
Was den Einflu& der Dauer der Plasmolyse auf die bei folgender partieller 
Deplasmolyse bestimmte Wasserpermeabilitat betrifft, so fand ich ihn sehr 
gering und in vielen Versuchen iiberhaupt nicht festzustellen. Der geringste 
Grad der Schadigung herrscht im leicht sauern und im neutralen Bereiche. 








166 F, Seemann 


Cladophora glomerata 


Cladophora glomerata gehért zu den Siphonocladiales und hat viel- 
kernige, coenocytische Zellen. Ich verwendete bei den Versuchen die jiing- 
sten Zellen der Seiteniaste. Zur Messung nahm ich eine Form, deren Zell- 
membran bei der Deplasmolyse nicht aufquillt. Das starke Haftvermégen 
des Plasmas an die Zellwand und ein konkaver Plasmolyseeintritt gestatte- 
ten die Messungen nur wihrend der Deplasmolyse. 

Diosmotikum war in allen Versuchen Traubenzucker. Die Plasmolyse 
fand in 1,0GM, die folgende partielle Deplasmolyse in 0,80GM Trauben- 
zucker statt. Alle Lésungen setzte ich mit bidestilliertem Wasser an. Beide 
Arten von Lésungen wurden mit Phosphatpuffer auf ein bestimmtes pH- 
Bereich eingestellt. 

In jedem Versuche wurden vier bis fiinf Zellen untersucht. In den ersten 
zwei bis drei Minuten wurde die Riickdehnung in Abstanden von 30 Se- 
kunden, spater alle drei bis vier Minuten gemessen. 


pH 4,8 


Die Deplasmolyse wird in diesem Bereiche sehr gut ertragen. Die Protoplasten 
sind immer gut geformt. 


Versuch 23 29. X. 48 ET: 75°C 1 Stunde im Plasmolytikum. 


Zelle h i L l b 1 g2 G Rr Zeit 
1 m3 7 S87 348 31,3 0,52, 0,62, 0,83, 0,30, 30”—1'30” 
2 12 76 CUTS OMS SS CK, OSS 0,34, 
3 105 68 78 665 31 0,55 0,64, 0,82, 0,29, 
4 it 6S) OCS 0,57, 0,66, 0,83, 0,31, 
1257: 4 
Mittelwert von kp= 0,31,. 


Bei zwei weiteren Versuchen in pH 4,8 haben die Mittelwerte der Riickgangs- 
konstanten folgende GréRen: kp— 0,36 und 0,40. 
pH 6 


Auch in diesem Bereiche sind die Zellen voll lebensfahig und zeigen bei der 
Plasmolyse und Deplasmolyse keinen Schaden. 


Versuch 52 4. XI. 48 1 Stunde im Plasmolytikum. LT: 16°C 


Zelle h L, L 1 b 1 g2 G kr Zeit 
1 So 60: ‘95. 77 28 0,59, 0,70, 0,79, 0,66, 30’—1'30” 
2 8 64 72 78 29 =-0,635~=—-0,73, + = 0,84 0,553 
2 102 69 785 863 24 0,59, 0,69 0,76, 0,64, 
4 75 59 65,5 708 23 0,68, 0,77, 0,84, 0,73 


2504: 4 
Mittelwert von kp = 0,65. 


Bei zwei Versuchen im gleichen pH ist der Mittelwert von kp 0,72, bzw. 0,56. 
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pH 7 
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Die Deplasmolyse-Endzeit wird hier schon in der 8. Minute erreicht, bei pH 4,8 
aber erst in der 15. bis 18. Minute. Plasmolyse und Deplasmolyse iiben keinen 
schadigenden Einflu& auf die Zellen aus. 





Versuch 42 =. XI. 48 1 Stunde im Plasmolytikum. LT: 18°C 
th ae Oa i Se Se oe Zeit 
) Ee ee 7, 3 775 235 063 068, 0674, 070; 2*—i3" 
2 OR ORS 77.278 185 0,67, 0,77, 0,84, 0,79, e 
3°86 65 72. Fe 18,5 0,68, 0,76, 0,82, 0,78, i 
2 289 : 3 


Mittelwert von kp — 0,763. 
Bei anderen Versuchen bewegen sich die Werte von kp zwischen 0,65 und 0,85. 


pH 8 


Das Plasmolyse- und Deplasmolysebild ist in allen Versuchen sehr gut. Die De- 


plasmolyse-Endzeit in der 9. bis 14. Minute. 


Versuch 47 4. XI. 48 1% Stunden im Plasmolytikum. LT: 16°C 
Zelle A A lL 1 b 9 g2' G kr Zeit 
1 3% 54° 5 65 2 O58, 667, 073, . 06,. Vr 
2 87. 57> 69 250,56 0,64, 0,69, 0,66, - 
3 55-58 62,8 25 0,58, 0,63, 0,68, 0,54, PS 
+ 8 58 63 68 25 0,58; 0,64, 0,70, 0,54, a 
2 430: 4 


Mittelwert von kp = 0,60,. 


Weitere Mittelwerte von kp aus anderen Versuchen sind von der Grife 0,48 
und 0,66. 


pH 8,7 


Sehr gute Form der Protoplasten bei der Deplasmolyse, die ohne Schadigung 
ertragen wird. Deplasmolyse-Endzeit in der 12. bis 16. Minute. 


Versuch 55 = 5. XI. 48 1 Stunde im Plasmolytikum. LT: 19°C 
ie 8 ok eS ny ao ee Zeit 
1 113: 79 827-8 29° (0,61, 0,64, 0,70, 0,36, 30’—1'30” 
2 102 68 74,5 82 33 «(0,55 Ss «0,62, «—««0,69, ~=s:«0,,45, in 
3 120-5 965: 34 O48, ‘O53 O71 “Oa3, as 
4 127 76 84,5 94 35 0,50, 0,57, 0,64, 0,44, Pe 
1609: 4 


Mittelwert von kp -= 0,402. 
Bei weiteren Versuchen ergibt sich ein Mittelwert von kp— 0,48 und 0,54. 


Cladophora glomerata ist gegen die schadlichen Einfliisse der cH sehr 
unempfindlich, nur im stark alkalischen Bereiche pH 10 kommi es zu einer 
sichtbaren Schadigung des Plasmas. 

Im neutralen Bereiche sind die Werte der Riickgangskonstanten am 


gré8ten und sinken von hier in den alkalischen sowie in den sauern 


Bereich ab (Abb. 8). 
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Aus den bisher besprochenen Versuchen kann die Lage des Gipfelpunk- 
tes der Kurven noch nicht eindeutig festgelegt werden. Die Messungen er- 
folgten in zu weit auseinanderliegenden pH-Bereichen, so daft eine Ent- 
scheidung, ob der Gipfelpunkt der Kurve beim IEP oder beim Neutralpunkt 
liegt, noch nicht méglich ist. 
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Abb. 8. Cladophora glomerata; Plasmolyse in 1,0 GM Dextrose — Deplasmolyse in 
0,80 GM Dextrose. Phosphatpuffer. 


Abb. 9. Spirogyra L; Plasmolyse in 0,50 GM KNO; Mcllvain- Puffer. Die 
mittlere Kurve verbindet die Mittelwerte, die a4uReren Kurven die niedersten und 
hochsten Werte von k;. 


Ich stellte daher, als mir das gesamte friihere Beobachtungsmaterial aus- 
gewertet vorlag, im Friihjahr 1949 noch eine Versuchsreihe an, die der Eni- 
scheidung der Frage um die Lage des Gipfelpunktes der cH-Kurve galt. Ich 
priifte die Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse in acht pH-Bereichen 
zwischen pH 4,8 und pH 7,2 (pH 4,8; 5,2; 5,6; 6,0; 6,4; 6,8; 7,0; 7,2). Die pH- 
Reihe wurde mit McI]van- Puffer eingestellt. 

Das Material zu diesen Versuchen bildeten Spirogyren, die ich im Friih- 
jahr (22. bis 26. April) aus dem Wasserpark in Floridsdorf holte. Von den 
vorhandenen Algen wahlte ich eine Form von Spirogyra aus, die sich durch 
einen langsamen Plasmolyseverlauf und sehr schéne konvexe Protoplasten- 
formen beim Plasmolyseeintritt in KNO, (nicht aber in Traubenzucker) aus- 
zeichnete. Diese Spirogyra ist an dem hellen und durchsichtigen Bau ihrer 
Zellen leicht zu erkennen und im untersuchten Material zahlreich vertreten. 
Ein weiterer Vorteil dieser Form war der Umstand, daB sie fruchtete. Die 
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Kopulation erfolgt leiterférmig, der Kopulationskanal wird von beiden 
Zellen gebildet und ist an der Verschmelzungsstelle stark aufgetrieben. Die 
aufnehmenden Zellen sind an der der Partnerzelle zugekehrien Seite 
schwach angeschwollen. Die Zygoten sind ellipsoidisch mit abgerundeten 
Polen. Das Exospor ist diinn, glatt und farblos. Eine vorgebildete Riflinie 
konnte nicht beobachtet werden, da die Zygoten noch nicht gereift waren. 
Die vegetativen Zellen sind 35 bis 40 wu breit, mit einem Chromatophor, der 
locker im Zellraum liegt (zwei bis drei Windungen). 

Der Kern ist rund und schmiegt sich in der Mitte der Zelle an ein 
Pyrenoid an. 

Spirogyra L 


Plasmolyse in 0,50 GM KNO;. Lésungsmittel ist abgekochtes und {filtriertes 
Standortwasser. MclIlvain-Puffer. 


pH 4,8 
Versuch 121 22. 1V. 49 ER: #7°€ 
Sehr gute Form der Protoplasten ab Beginn des Plasmolyseeintrittes. 
Zelle h A L l b 91 g2 G kE Zeit 
| 29 27 15 13,5 0,84, 0,77, 0,36; 0,25, 1—2’ 
35 34,5 30 16,2 13,5 0,85, 0,72, 0,33, 0,44 es 


345 33,3 293 163 135 0,83, 0,71, 0,40 0,51, ‘ 
40 335 18 13,5 0,87, 0,73, 0,33; 0,47, ‘ 


1 684 : 4 


em W bo 


Mittelwert von kp=— 0,42;. 
Ein weiterer Versuch im gleichen pH-Bereiche zeigt einen Mittelwert von 


k g= 0,563 (3 Zellen). 
Der Mittelwert aus allen Messungen: k= 0,48». 
pH 5,2 
Versuch 132 =. 25. IV. 49 Br; IE 
Sehr gute Form der Protoplasten bei der Plasmolyse. 
ee. bv eis, & Beart we g G  =ke _ Zeit 
1 34 34 31 2007 «613 «4087, 078 048, 042, 2” 
34 335 31 22 13 0,85, 0,78; 0,52 0,40 


27 25 20 13. 0,75, 0,69 0,52, 0,50 
30. 29 Ay 2 13 0,82; 0,77, 0,55, 0,33 


1652 : 4 


” 


” 


m— W bdo 
w 
= 


Mittelwert von kp=— 0,413. 


In zwei Versuchen haben die Zellen folgende Werte von k,: 0,485; 0,68,; 0,58. 
Aus allen berechneten Werten ist der Mittelwert von k= 0,50,. 

1 Nach Czurdas Bestimmungssdhliissel kénnte die Form der Spirogyra la- 
custris (vgl. Czurda 1932, Seite 176) entsprechen, die aber bisher nur aus dem 
Lunzer See, also von ganz anderem Biotop, bekannt ist. 
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pH 5,6 


Versuch 123 23. IV. 49 ET 18'C 
Alle Zellen leben und sind plasmolysiert. 


Zelle ho |, by eo > Ss 92 G kre Zeit 
1 33 28 235 168 13. 0,71, 0,58 0,37, 0,66 2-3’ 
2 &2 2 @ @ -o eR oO WR 4 
3 26 195 17 145 13 0,58, 0,48, 0,39, 0,73 ‘ 
2117 :3 


Mittelwert von kj: 0,70¢. 


In zwei Versuchen im gleichen pH-Bereiche haben die Zellen Werte von k,: 0,74; 
0,66,; 0,685; 0,64,; 0,52,. Der Mittelwert der Eintrittskonstanten aus allen Versuchen 
ist k~— 0,67. 

pH 6 


Versuch 124 23.1V.49. LT: 185°C 
Alle Zellen sind plasmolysiert und leben. 





Zelle h 1, L, l b 91 Jz G kE Zeit 
1 28 «23,7 «#197 153 14 0,67, 0,53, 0,37, 0,77, 2-3’ 
7 a) ay: 36 23,7. 14 0,73. 0,61, 0,37, 0,535 ie 
3S: 267 21 M/,/ 204 14 0,62, 0,50 0,35, 0,71, 3 
22S: 3 


Mittelwert von ke= 0,67,. 
In einem andern Versuch ist ky 0,75, und 0,70., daraus ergibt sich aus allen 


Messungen ein Mittelwert von k,,— 0,69,. 
pH 6,4 
Versuch 134 26.1V.49 LT: 17°C. 


Alle Zellen leben und sind plasmolysiert. 


Zelle h 
i 2 
; = 
3; @ 
4 36 


l; 
19 
24 
22,5 
22,5 


l 
17,5 
20 
20,5 
19,5 


b 
Lae 
13,5 
13,5 
13,5 


g' 
0,51, 
0,59, 
0,55, 
0,564 


g t 
0,453 
0,51; 
0,48, 
0,50 


G 
0,406. 
0,40. 
0,43. 
0,41, 


ke 
0,80, 
0,61, 
0,78; 
0,72 


2927 


Zeit 
3-4’ 


4 


Mittelwert von ky— 0,73.. 
Weitere Werte von ky im gleichen pH-Bereiche sind: 0,59; 0,65; 0,62,; 0,80,: 
0,59,; 0,544; 0,68; 0,64,; 0,62; 0,79.. Der Mittelwert aus allen Messungen ist ky, — 0,67,. 





pH 6,8 
Versuch 126 = 23. IV. 49 LT: 19°C. 
Alle Zellen leben bei der Plasmolyse. 
Zelle Ah l, l, 1 b 91 g2 G RE Zeit 
LL a 235 156 14 0,81, 0,60, 0,35, 0,84 1-2’ 
2 SL. 2952 15 14 080 0,55, 0,33, 0,96, ra 
o <b, 28 22 15 14 0,74, 0,50, 0,30; 0,93 * 
4 33 285. 22 15 14 0,75, 0,52, 0,31, 0,90, - 
S. cae “385. 228 16 14 6,72, 0,52, 00, 0,81, s 
4461:5 


Mittelwert von kr = 0,89.. 
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Bei zwei Versuchen im Bereiche pH 6,8 sind die Werte von kg: 1,13; 0,92.; 0,75,; 
0,70; 0,81. Der Mittelwert aus allen Messungen ist fiir kg:0,87s. 


pH 7,0 


Versuch 142 26. IV. 49 LF: 185°C 
Alle Zellen sind lebend und gut plasmolysiert. 


Zelle Ah Lh ok l b 9 G2 G ke Zeit. 
£1132 Ze 53. 135. 03 O03) OO 13 2% 
2 35 22 78 157 85 05, O22, Ga, O24, Pe 
eee eS SI 13,5 0,62, 0,45, 0,35, 1,03 % 
4 25 2 16 14 13,5 0,54, 0,40, 0,33; 1,01 nt 


Mittelwert von k= 1,02,. 
In zwei weiteren Versuchen haben die Zellen folgende Werte von kg: 1,25; 1,15; 
0,91,; 0,71,; 0,81;. Der Mittelwert aus simtlicien Messungen ergibt einen Wert von 


kp = 0,972. 
pH 7,2 
Versuch 127. 23. IV. 49 LE: I#€ 
Sehr gute Form der Protoplasten, alle Zellen leben und sind plasmolysiert. 
Zelle h 1, l, l b 9: g> G RE Zeit 
DP ° BH BZ 26 17 13,5 0,80, 0,63, 0,36, 0,72, 1—2’ 
7S 26,5 18 13,5 0,83, 0,64, 0,39, 0,83, 
a» 3s BB 26 17,5 13,5 0,83, 0,63, 0,38, 0,87; # 
4. 33 SES -268..187 13,5 0,81, 0,61, 0,37, 0,87, i, 
S36. 32 25S). 02 13,5 0,80, 0,61, 0,36, 0,80 * 





4115:5 
Mittelwert von kg— 0,823. 
Weitere Versuche im gleichen pH-Bereiche ergaben fiir ky, folgende Werte: 
0,932; 0,69; 0,705; 0,792; 1,06; 0,71,; 0,69,; 0,70,. Der Mittelwert aus allen Messungen 
fiir k~— 0,80. 


Der Verlauf der Plasmolyse in KNO, ist bei Spirogyra L in allen unier- 
suchten pH-Bereichen sehr gut. Die Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmo- 
lyse nimmt von pH 4,8 bis pH 7,0 zu und erreichtimneutralen Be- 
reiche selbst den gréften Wert. Die Kurve, welche die kleinsten 
Werte von ky, in den gemessenen Bereichen verbindet (vgl. Abb. 9, untere 
Kurve), zeigt am besten das Verhalten der Zellen bei der Plasmolyse be- 
ziiglich der Eintrittsgesch windigkeit. 


6. Besprechung und Zusammenfassung 


Die Zellen der Wasserblatter von Salvinia natans zeigen bei der Plasmo- 
lyse in KNO, in den Bereichen pH 4, pH 6 und pH 7 ziemlich gleichgrofe 
Werte der Eintrittskonstanten. Im stark sauern und im alkalischen Bereiche 
sind aber die Werte von k, wesentlich kleiner. Bei der Plasmolyse in 
Glyzerin sind die Wertunterschiede von k, in den gemessenen pH-Bereichen 
sehr klein (0,15 bis 0,27), so daB iiber diese MeBergebnisse nur gesagt werden 
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kann, daft die Werte von k, in den Bereichen pH 4 und pH 8 die niedrigsten 
sind, die dazwischenliegenden pH-Bereiche aber gréffere Werte aufweisen. 

Bei den Mesophyllzellen von Vallisneria liegt der Gipfelpunkt der Kurve 
im Bereiche pH 6, sinkt sehr flach zu pH 7, aber nach links steil zu pH 4,8 ab. 

Der Gipfelpunkt der Kurven liegt bei allen drei untersuchten S pirogyra- 
Formen und auch bei Cladophora um den Neutralpunkt. Von hier fallen 
die Werte bei diesen Versuchspflanzen steil zum sauern und alkalischen 
Bereiche ab. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen wie folgt zusammengefaft werden: 


Die Wasserpermeabilitét des Protoplasmas, beurteilt nach der Eintritts- 
und Riickgangsgeschwindigkeit der Plasmolyse, wird durch die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Versuchslésungen stark beeinfluft, was 
in einer Erhéhung oder Herabsetzung der Eintritts- und Riickgangskon- 
stanten zum Ausdruck kommt. 

Die Eintritts- und Riickgangskonstanten erreichen in der Gegend um 
den Neutralpunkt ihren h6chsten Wert und sinken zum sauern 
und alkalischen Bereiche ab. Die Kurven der Wasserpermeabilitaét in Ab- 
hangigkeit zur cH sind eingipfelig. 

Die chemische Eigenart der Diosmotika (Traubenzucker, KNO,), der 
verwendeten Puffer (Phosphat-, Zitratpuffer) sowie der Vorgang der Mes- 
sung (wahrend der Plasmolyse oder Deplasmolyse) sind, im ganzen gesehen, 
fiir die Wirkung der cH von untergeordneter, bzw. ohne Bedeutung. 

Meine Ergebnisse stimmen also gut mit denen von L. und M. Brauner 
(1943) iiberein. In beiden Untersuchungen wurden eingipfelige Kur- 
ven fiir die cH-Abhangigkeit der Wasserpermeabilitat gefunden. Ob die 
Wasserpermeabilitét im IEP wirklich ihren héchsten Wert erreicht, wie 
Brauner schlieft, oder ob die Wasserpermeabilitaét im neutralen pH-Be- 
reiche am griéften ist, kann aus allen bis jetzt vorliegenden Versuchen 
noch nicht mit allgemeiner Giiltigkeit entschieden werden. Bei den von mir 
genau untersuchten Spirogyraformen liegt der Gipfelpunkt der Kurve im 
neutralen pH-Bereiche, was ich in einer Versuchsreihe mit vielen pH- 
Graden in kleinen Abstanden (mit Spirogyra L, Abb.9) aufs neue be- 
statigt fand. 

Die Eingipfeligkeit der Wasserpermeabilitatskurven innerhalb einer 
pH-Reihe, wie sie Brauner beschrieben hat, wird aber von mir bestitigt. 
Brauner nimmt nun an, daf der Gipfelpunkt der Kurven mit dem IEP 
des Plasmas (pH 5,3) zusammenfallt. Wenn ich die héchsten Werte der Kur- 
ven beim Neutralpunkt finde, so steht dieses Ergebnis mit Brauners 
Versuchen nicht in Widerspruch, da der genannte Autor gerade bei den 
vergleichbaren Berechnungen der Plasmolysegrade diese nur bei weit aus- 
einanderliegenden pH-Stufen bestimmt hat. Es geht daher aus seinen Be- 
obachtungen noch nicht eindeutig hervor, ob der in den Kurvendarstellun- 
gen gezeichnete Gipfelpunkt tatsdchlich mit dem héchsten Punkt der Kurve 
zusammenfiallt. 

Brauners Messungen wiirden somit meine Ergebnisse nicht aus- 
schliefen. Im iibrigen war auch das Versuchsmaterial verschieden. Brau- 
ner arbeitete mit Innenepidermen der Zwiebelschuppen von Allium cepa 








a aagqare as 


| —__ wa 








Zur cH-Abhangigkeit der Wasserpermeabilitaét des Protoplasmas 173 


und Stengelepidermen von Phlomis tuberosa, wihrend meine Untersuchun- 
gen an Spirogyra, Cladophora, Vallisneria und Salvinia durchgefiihrt 
wurden. 

A priori la&t sich die Annahme, dafi die Wasserpermeabilitat gerade im 
IEP ihr Maximum erreicht, wohl nicht erschliefen, denn wir wissen ja 
nicht, ob es die Ampholyte des Plasmas sind, die begrenzend fiir seine 
Wasserpermeabilitaét wirken. 

Die cH-Abhangigkeit der Wasserpermeabilitat steht im Gegensatz zu 
der der Glyzerin- und Harnstoffpermeabilitat. Nach orientierenden Beob- 
achtungen von Rottenburg (1943) gibt es dort meist im Bereiche zwischen 
pH 4 und pH 6 ein leichtes Minimum. Bei der Mehrzahl der Zellobjekte, 
deren Plasma seinen Permeabilitatseigenschaften nach dem ,,Lésungstyp~ 
angehort (Lamium purpureum, Taraxacum officinalis) erfolgt im alkalischen 
Bereiche ein neuerlicher, starker, sicher fafbarer Anstieg der Kurve. Aus 
diesem Verhalten konnte von Rottenburg die Folgerung gezogen wer- 
den, dafi die gelésten Stoffe auf dem Lésungsweg durch die lipoide Phase 
des Plasmas permeieren. Das Wasser benutzt aber nach allgemeiner An- 
nahme bei seinem Durchtritt durch das Plasma den Porenweg (im Sinne 
Collanders), es geht durch die ,,hydroide Phase“. Héfler (1949) hat 
vor kurzem gezeigt, da&R der mafigebende Permeationswiderstand fiir den 
Wasserdurchtritt wahrscheinlich nicht in den Hautschichten, sondern im 
Binnenplasma seinen Sitz hat. Mit der aus zahlreichen Versuchen schon gut 
erforschten Gentiana Sturmiana (vgl. Héfler-Stiegler [1921, 1930]) 
untersuchte Héfler (1949) aufs neue die Wasserpermeabilitét. Gentiana 
Sturmiana gehért dem rapiden Harnstofftyp an und zeigt grofe Unter- 
schiede in der Permeabilitaét des Harnstoffes zwischen Epidermis- und 
Parenchymzellen. Die Wasserpermeabilitat ist aber, wie Héfler (1949) 
feststellt, bei beiden Gewebearten von der gleichen GréRenordnung. Das 
gegensatzliche Verhalten der Epidermis- und Parenchymzellen bei der Harn- 
stoffpermeabilitét und das gleichsinnige Verhalten bei der Wasserpermea- 
bilitét laBt sich mit der Grenzschichtentheorie nicht erklaren. Nur die An- 
nahme, daft das Binnenplasma fiir den Wasserdurchtritt begrenzend wirkt, 
kann Verstindnis in die oben erwaihnten Versuchsergebnisse bringen. 

Wenn einmal in Zukunft versucht werden wird, aus der Beeinflussung der 
Wasserpermeabilitat durch die cH Schliisse auf die Struktur des Binnen- 
plasmas zu ziehen, so sind einige ganz sichere Ergebnisse der Diskussion 
zugrunde zu legen. Solche sind bisher: 


1. Die Wasserpermeabilitét nimmt von pH 7 nach der alkalischen Seite 
ab, die Harnstoff- und Glyzerinpermeabilitat steigt hingegen beim Lésungs- 
typ in diesem Bereiche an. 

2. Die Wasserpermeabilitét nimmt ebenso vom Neutralpunkt zum sauern 


Bereiche ab, gleichlaufend damit aber auch die Harnstoff- und Glyzerin- 
permeabilitat. 


Die mitgeteilte Versuchsreihe bildet einen Teil meiner Untersuchungen 
iiber die Wasserpermeabilitat des Protoplasmas. Die Mitteilung weiterer Be- 
funde ist geplant. 
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Die Versuche wurden im Pflanzenphysiologischen Institut der Universi- 
tat Wien durchgefiihrt. Es sei gestattet, dem Vorstande des Institutes, 
meinen verehrten Lehrer, Herrn Prof. Karl Héfler, fiir die Anregung 
der Arbeit und seine standige Hilfe auch an dieser Stelle den besten Dank 
auszusprechen. Ebenso danke ich Herrn Prof. Richard Bieb| fiir wert- 
volle Unterstiitzung bei der Arbeit. 
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Zur Elektrophysiologie von Driisenprotoplasma 
Von 
Rudolf Keller 
(The Madison Foundation for Biochemical Research, Inc. New York) 


(Eingelangt am 22. Februar 1949) 


Der interessante Beitrag zur Elektrophysiologie pflanzlicher Driisen von 
Th. Diannelidis (1948) macht es sehr wahrscheinlich, dafi bei der Produk- 
tion von Driisen-Sekreten die elektrischen Krafte des Zellprotoplasmas eine 
bedeutende Rolle spielen. Die letzen Jahre haben eine grofe Zahl von Tat- 
sachen sichergestellt, die nach derselben Richtung weisen wie die Unter- 
suchungen von Diannelidis an Nektarien. Zwei englische Physiologen 
und ein Physiker R. E. Davis, N. M. Langmuir und E. E. Crane haben 
(Nature 159 : 468, 1947) den natiirlichen Strom der Magendriisen gemessen, 
dann den natiirlichen Strom durch einen Gegenstrom von ungefahr gleicher 
elektromotorischer Kraft und Stromdichte kompensiert und den natiirlichen 
Strom durch einen zusatzlichen Strom verdoppelt. In dem ersten Fall wurde 
wenig oder keine Salzséure produziert, in dem zweiten Fall viel mehr als 
normal. Zumindest die Salzséureproduktion des Magens ist also von elek- 
trischen Kraften dominierend beeinfluft. Ungefahr zu der Zeit der Publika- 
tion des physiologischen Laboratoriums von Sheffield wurden in diesem 
Laboratorium vitalfarberische Versuche am Verdauungskanal wirbelloser 
Tiere durchgefiihrt, die in elektrischer Deutung dasselbe Resultat ergeben. 
Unsere Versuche haben gezeigt, da es fast immer sehr alkalische Driisen 
sind, welche Saure erzeugen und saures Protoplasma, welches alkalisches 
Sekret erzeugt, zum Beispiel die Brunnerdriisen des oberen Darms. Nach 
unserer Hypothese wird die Saure durch elektrolytisches Absaugen des 
Natriums in das Blut erzeugt. Die Versuche mit radioaktivem Natrium 
haben ergeben, daft das Natrium des Mageninhalts mit grofer Geschwindig- 
keit ins Blut abgefiihrt wird. Das Abtransportieren des Natriums durch das 
Blut ist wahrscheinlich wichtig, aber nicht ausschlaggebend. Das Wurzel- 
zellenprotoplasma, welches in der Umgebung der Wurzel Saure erzeugt, ist 
so alkalisch wie das Plasma der Belegzellen des Magens und hat keine 
mechanische Zirkulation. Auch das Protoplasma der Assimilationszellen, 
welche die Saéure der Vakuolen erzeugt, ist negativ und alkalisch. 

Wir haben mit unserer vitalfarberischen Methodik auch die Saurepro- 
duktion der Nierentubuli untersucht, von denen wir die Elektronegativitiat 
schon in Prag (mit J. Gicklhorn) bestimmt hatten. Auch die Niere oder 
lie Nephridien niederer Tiere erzeugen einen sauren Harn durch die Titig- 
keit der elektronegativen Driisen Epithelien. Die Versuche von Mont- 
gomery and D. A. Pierce (1937) in Philadelphia haben gezeigt, daf 
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auch in der Niere von Necturus die Aziditat des Harns durch das Ver- 
schwinden des Natriumbikarbonats produziert wird. 


Im Zusammenhang mit der Titigkeit des Driisenprotoplasmas sei hier 
auf eine Arbeit von Burch und Reaser von New Orleans hingewiesen, die 
mit der Isotopen Technik nachgewiesen haben, daft durch den Kérper des 
Menschen tiglich 20 Pfund Kochsalz vom Blut in die Gewebe gehen und ins 
Blut zuriickkehren. Diese interessante Arbeit iiber eine lange unbekannte 
und unsichtbare Zirkulation in groRem Maftstab ist sowohl in Amerika als 
in Europa sehr wenig beachtet worden. Sie ist, wie ich glaube, sehr wichtig. 
Wir Menschen, auch die Naturforscher, sind vor allem visuelle Tiere. Wir 
iiberschiitzen die sichtbare Zirkulation und haben die sehr grofe Bedeutung 
der unsichtbaren Zirkulation der niederen Tiere und der Pflanzen oft iiber- 
sehen. Unsere Urahnen, die Einzeller haben keine oder sehr wenig mecha- 
nische Krafte, keine Muskeln, kein Herz, keine Darmperistaltik. Die mecha- 
nischen Krafte sind ein Ergebnis der Entwicklung der letzen zweihundert 
Millionen Jahre. Wenn wir selber, die Menschen, nach der Konzeption noch 
Einzeller sind, miissen wir auch ohne mechanische Krafte auskommen und 
Nahrungszufuhr und Ausscheidung nichtmechanisch durdchfiihren. Die gegen- 
wartige Zellphysiologie arbeitet noch sehr stark mit mechanischen und 
chemischen Kraften, die elektrischen Attraktions- und Abstofungskrifte, 
die in Zellentfernungen sehr stark sind, werden gewohnlich unterschatzt. 


Der erste, der erkannt hat, da in dem lebenden Protoplasma Stoff- 
bewegungen und Wassertransporte in charakteristischen Richtungen ge- 
schehen, war Paul Ehrlich um 1890. Sein Versuch der nichtmechanischen 
Komponente des Wassertransports und gewisser anderer Transporte mitiels 
Injektionen von Fluorescein zu folgen, war eine epochemachende Idee und 
vollkommen korrekt, wie F. P. Fischer (1929) spater nachgewiesen hat. 
Ehrlich war der Vorginger von G. von Hevesy mit dessen radioaktiven 
Isotopen, damals noch eine rohe unquantitative Methode. Ein halbes Jahr- 
hundert lang wurde die Bedeutung seiner Methodik nicht voll erfaftt. 
F. P. Fischer, J. Gicklhorn, Ellinger und Hirt haben seine Methode 
mit modernen Apparaten und Farbstoffen ausgebaut. Dank ihnen haben 
wir heute eine qualitative Tracer Analyse, welche gewisse vorsichtige 
SchluBfolgerungen erlaubt. Das Eindrucksvollste, was diese Autoren und 
wir gefunden haben, ist die iiberraschende Schnelligkeit der unsichtbaren 
Stoffbewegung und Zirkulation. Die obenerwahnte Schitzung von Burch 
und Reaser ist nach unseren experimentellen Erfahrungen ein wenig zu 
niedrig. Die Isotopenforscher priifen nach 5 Minuten, wie viel Radioaktivi- 
tat in einem Gewebe — zum Beispiel aus dem Blut — angekommen sind. 
Es wird iibersehen, daft die Partikel mit ungeheurer Schnelligkeit weiter- 
wandern und daft die Resultate aller Radioanalysatoren deshalb nur Mini- 
malziffern sind. Wahrend sie messen, ist der grifere Teil der bewegten 
Substanz langst weitergewandert, wie man mit der Ehrlichschen Methode 
mit Fluorescein oder mit beliebigen anderen ultravioletten Reagenzien 
immer wieder sehen kann. 

Wir glauben, daf es elektrische kataphoretische Transporte sind, die in 
primitiven Tierzellen und in Pflanzenzellen die meisten Stoffbewegungen 
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erzeugen, auch die Sekretionen der Driisen, die manchmal nicht einfache 
Sekretionen sind, sondern Absaugungen von Stoffen zusammen mit wirk- 
lichen Ausscheidungen, 

Was uns in unserer Arbeit sehr ermutigt hat, war die Tatsache, daft, 
wenn man die gefarbten und ungefarbten K6rperstoffe nicht nach den alien 
lonen ordnet, sondern nach R. Hoebers (1905) Potentialmessungen an Ner- 
ven und Muskeln in Beriihrung mit ihnen, man auf einem unabhingigen 
Weg die extrazellularen und intrazellularen Gruppen erhilt. (Exp. Medi- 
cine und Surgery, 1948). Unabhingig davon kénnen diese biologisch posi- 
tiven und negativen Stoffe auch nach ihrer Verteilung im Kérper oder nach 
ihrer Verteilung in Testobjekten geordnet werden. Es kommen immer wie- 
der dieselben antagonistischen Gruppen heraus, die also eine bedeutsame 
Rolle im Protoplasma spielen miissen. Sie sind ferner in den lyophilen 
Reihen von Hofmeister und Spiro enthalten und von Spiro in seinen 
letzten Lebensjahren als elektrostatische Reihen gedeutet worden. 

Nach meinen Erfahrungen gibi es zwei grofe Gruppen von Stoffen, die 
im Protoplasma der Tiere und Pflanzen in entgegengesetzter Richtung wan- 
dern. Die eine Gruppe ist die extrazellulare, von den deutschen Forschern 
die Saftegruppe von Stoffen genannt, und die andere Gruppe, die intra- 
zellulare in Amerika (nach A. B. Hastings), oder die Gewebsgruppe von 
Forster (1877) oder von Wiechowski (1925). Ich habe die extrazellulare 
Gruppe die Natriumgruppe genannt und die intrazellulare die Kalium- 
gruppe. Meine Gruppen haben mehr Mitglieder als die alteren Zusammen- 
fassungen, die meisten basischen Farbstoffe gehéren zur intrazellularen, die 
Mehrzahl der sauren Farbstoffe sind extrazellular in amerikanischer Ter- 
minologie, die meisten Vitamine und Enzyme sind intrazellular, ebenso die 
meisten Hormone mit Ausnahme des Schilddriisenhormons und einiger 
Hypophysenhormone. 

Mit unseren ultravioletten Farbstoffen kénnen wir gewisse Fliissigkeiten 
im Korper, die fiir ruahend gehalten wurden, als in unsichtbarer kontinuier- 
licher Bewegung nachweisen, was schon Ehrlich in scheinbar ruhendem 
Kammerwasser demonstriert hat. Wir geben nach einem blauen positiven 
Farbstoff einen gelben und sehen den blauen an bestimmten Stellen ver- 
schwinden und den gelben an anderen Pforten eindringen. 

Die Entdeckung der radioaktiven Isotopen hat die Physiologie der Zell- 
fliissigkeiten und der Granula revolutioniert. Alles ist in fortwahrender 
Zirkulation und die alten Molekiile werden durch neue ersetzt. Was wir von 
unseren Viatern erben, ist nicht etwa das Hundertstel Milligramm Keim- 
plasma, 80% davon auswechselbares Kérperwasser, was wir erben, ist eine 
Anzahl von mikroelektrischen Kraftfeldern von einem bestimmten Muster, 
die die Nahrungsmolekiile und das Wasser in bestimmten Linien auf die 
Gliedmafen verteilen, und zwar immer andere Molekiile. Dauernd in den 
Generationen sind hauptsachlich die erbeigenen Kraftfelder, die vielleicht 
nicht immer nur elektrostatisch sein miissen. 

Die physiologische Theorie ist zur Zeit noch vollkommen mechanisch und 
chemisch. Eine ganz kleine Minoritaét von Forschern in Europa und Ame- 
rika, deren Zentrum ,,Protoplasma“ seit seiner Griindung gewesen ist, inter- 
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essierte sich stark fiir die Mikrophysik der lebenden Zelle. Es ist erfreulich, 
daft ,,Protoplasma™ nun wieder erscheint, und es ist zu wiinschen, daf im 
Laufe von Jahren die kleine biophysikalisch eingestellte Minderheit zu 
einer Mehrheit wird. 
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Das Problem der intravitalen Aufnahme bzw. Nichtaufnahme sulfo- 
saurer Farbstoffe durch pflanzliche Zellen und Gewebe ist trotz vieler 
Untersuchungen bisher noch weitgehend ungelist geblieben. Nicht nur die 
Versuchsergebnisse sind zum Teil stark widersprechend, sondern noch viel 
gréRer sind die Differenzen in der theoretischen Deutung der Beobachtungs- 
tatsachen. So stehen sich heute auf Grund der neueren Arbeiten zwei Auf- 
fassungen gegeniiber: 

i. Der lebende Protoplast ist fiir sulfosaure Farbstoffe im Sinne eines 
Ultrafilters permeabel, wobei das Permeationsvermégen in erster Linie 
durch den Dispersitatsgrad des Farbstoffes und die Aufnahmegeschwindig- 
keit durch das Speicherungsvermégen der Zelle bestimmt wird (Strugger 
1937; Drawert 1940, 1941). 

2. Der lebende Protoplast ist fiir sulfosaure Farbstoffe impermeabel 
bzw. seine Durdhlassigkeit ist unmefbar klein. Eine Anfiarbung ist daher 
in den meisten Zellen nicht méglich. Wenn in Ausnahmefillen eine Auf- 
nahme erfolgt, ist eine ,adenoide Tatigkeit™ des Protoplasten im Sinne 
Overtons dafiir verantwortlichh zu machen. Darunter ist ein von der 
Atmung abhangiger, unter Arbeitsaufwand stattfindender aktiver Stoff- 
transport durch physiologisch dazu befahigte Protoplasten zu verstehen 
(Collander 1921, 1942; Collander und Holmstrém 1937; Col- 
lander und Virtanen 1938). 

Seit den ersten positiven Befunden Pfeffers (1886) und Overtons 
(1900), die eine langsame Aufnahme von Methylorange und Tropaeolin OO 
(erst nach 20 und 48 Stunden feststellbar) durch das Plasma der Wurzel- 
haare von Trianea bogotensis und die Vakuolen von Spirogyra communis 
beobachteten, ist immer wieder iiber eine intravitale Aufnahme und Spei- 
cherung sulfosaurer Farbstoffe berichtet worden (K tister 1912, 1940; Ru h- 
land 1913; Schaede 1923; Scarth 1926; Strugger 1932; Rehm 
1935; Collander und Holmstrém 1937; Drawert 1941). In diesen 
Arbeiten konnte an den verschiedensten Objekten eine Speicherung durch 
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die Vakuolen, seltener durch das Plasma lebender Zellen festgestellt wer- 
den. Vor allem sind es die Parenchymzellen lings der Leitbiindel und die 
durch eine intensive Atmung ausgezeichneten Bliitenblattzellen héherer 
Pflanzen, die zu einer bevorzugten Speicherung von Sulfosduren befahigt 
sind. 


Diesen Beobachtungen einer Aufnahme sulfosaurer Farbstoffe stehen 
nun Untersuchungen gegeniiber, in denen eine vitale Speicherung nicht fest- 
gestellt werden konnte. Die vorher angefiihrten Ergebnisse werden zum 
Teil einer Kritik unterzogen und die Autoren kommen zu dem Schluf, dak 
.Dhysiologisch nicht ausgezeithnete Zellen“ nur im Falle einer nekrotischen 
Schadigung zu einer Aufnahme und Speicherung von Sulfosaduren befahigt 
sind, nicht aber in voll lebensfahigem Zustand. Collander (1921) fand, 
daft die meisten Pflanzenzellen Sulfosiuren nicht bis zum Konzentrations- 
ausgleich aufzunehmen vermégen. Eine Ausnahme machen die Parenchym- 
zellen der Leitbiindelscheiden und jugendliche, noch im Wachstum befind- 
liche Zellen. Die beobachtete Zellsaftfarbung wird durch hohe Wasserstoff- 
ionenkonzentration geférdert und durch Narcoticis gehemmt. Zu den Ver- 
suchen Ruhlands macht Collander geltend, daf diejenigen Zellen, 
die eine starkere Speicherung beobachien lieen, einen abnorm niedrigen 
Turgor besafen, unregelmaftige Plasmolyseformen zeigten und nicht mehr 
deplasmolysierbar waren. Ruhland miisse demnach mit absterbenden 
Zellen gearbeitet haben. 


Ebenso widersprechend sind die Ergebnisse iiber den Einflu& des elek- 
trischen Stromes auf die Farbbarkeit mit Sulfoséuren. Banus (1927) und 
Hoéber (1933) stellten nach Durchleiten eines elektrischen Stromes bei 
Spirogyra ein voriibergehendes Permeieren von Cyanol und Saurefuchsin 
in die Vakuolen fest. Gicklhorn und Dejdar (1931) konnten dagegen 
bei einer Wiederholung der Versuche nachweisen, daf nur geschadigte 
Spirogyra-Zellen saure Farbstoffe nach elektrischer Reizung zu speichern 
vermégen und vertreten die Ansicht, daft der elektrische Strom, sofern doch 
eine Wirkung auf die intravitale Farbstoffaufnahme vorhanden sein sollte, 
die Speicherungsqualitaten der Zelle ungleich stirker beeinflu®t als die 
Permeabilitat. Suolahti (1937) zeigte aber im Gegensatz zu diesen Be- 
funden, daf der elektrische Strom die vitale Aufnahmefahigkeit der Inter- 
nodialzellen von Chara ceratophylla fiir sulfosaure Farbstoffe nicht ver- 
andert. 

Der Collanderschen Auffassung von der Impermeabilitat der 
Plasmagrenzschichten fiir Sulfosiuren schlieBen sich nicht alle Zellphysio- 
logen an. Strugger (1937) wendet ein, daf nicht die Permeabilitaét der 
entscheidende Faktor fiir eine Anfarbung ist, sondern daf das Speiche- 
rungsvermédgen des Zellinhalts fiir die Aufnahme oder Nichtaufnahme 
verantwortlich ist. Saure Farbstoffe mit hohem Dispersitatsgrad kénnen 
ebenso wie die entsprechenden basischen Farbstoffe in die lebende Zelle 
permeieren. Der hemmende Faktor fiir eine optisch nachweisbare Auf- 
nahme liegt nach dieser Auffassung in dem mangelnden Speicherungs- 
vermégen des Protoplasten fiir Sulfosiuren in den meisten pflanzlichen 
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Zellen. Zu dem gleichen Schlu& kommt auch Drawer t (1941), nach dessen 
Ansicht das Speicherungsvermégen einer lebenden Zelle fiir saure Farb- 
stoffe durch das Vorhandensein von Zwischenprodukten bestimmt wird, 
die im Verlauf eines intensiven Stoffwechsels entstehen und die eine be- 
sondere Affinitat zu den sauren Farbstoffen aufweisen. Die Nichtaufnahme 
von Sulfosauren bei vielen Zellen wird durch das Fehlen eines derartigen 
Stoffwechsels erklirt. 

Schon aus dieser Zusammenstellung geht hervor, daft es bisher nicht 
miglich gewesen ist, die beobachteten Erscheinungen theoretisch zu analy- 
sieren. Die Ursachen fiir diese Unklarheiten kénnen vielleicht in der an- 
gewandten unzureichenden Methode zu suchen sein. Da die Aufnahme 
und Speicherung sulfosaurer Farbstoffe im allgemeinen gering ist, kann 
angenommen werden, daft die Speicherung sich in allen Fallen iiberhaupt 
nicht nachweisen laft, was wohl im besonderen fiir die bisher in der 
Literatur verwendeten Hellfeldfarbstoffe (Diachrome) zutreffen mag. Mit 
fluoreszierenden Farbstoffen (Fluorochrome) hoher Nachweisempfindlichkeit 
ist dieses Problem bisher aber noch nicht bearbeitet worden. 

Es ist zu erwarten, daft mit Hilfe der fluoroskopischen Analyse die Auf- 
nahme stark fluoreszierender sulfosaurer Farbstoffe in lebende Zellen 
wesentlich besser und exakter verfolgt werden kann, da schon geringe 
Spuren in den Zellen mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes beobachtet und 
lokalisiert werden kiénnen. Die hohe Nachweisempfindlichkeit dieser Me- 
thode ist durch die neueren Arbeiten (Strug ger 1940, 1941, 1943; Kélbei 
1947, 1948) erwiesen worden und nach K 6| bel einzuordnen zwischen der 
geruchsinnlichen Wahrnehmbarkeit des Mercaptans und der elektroskopi- 
schen Nachweismethode der Radioaktivitat. Es ergibt sich als weiterer Vor- 
teil, daff die Giftwirkung im Vergleich zu Diachromen auf ein Minimum 
eingeschrankt werden kann. 

Mit fluoreszierenden Sulfosaiuren liegen systematische Untersuchungen 
iiber den Speicherungsmechanismus, wie sie mit basischen Fluorochromen 
bereits seit Jahren durchgefiihrt worden sind, iiberhaupt nicht vor. Es soll 
das Ziel dieser Arbeit sein, die Mechanik der Aufnahme und Speicherung 
von Sulfosiuren durch lebende Pflanzenzellen und Gewebe einer solchen 
Analyse zu unterziehen. 


Auswahl der Fluorochrome und ihre Eigenschaften 


Die zur Diskussion stehenden Fragen kénnen nur durch die Auswahl 
feindisperser Fluorochrome gelést werden, da diese am ehesten die Gewahr 
bieten, den Permeationswiderstand der als Ultrafilter im Sinne Ruhlands 
wirkenden Plasmagrenzschichten zu iiberwinden, denn eine Lésung in den 
lipoiden Grenzschichten (Diasolyse) erscheint infolge der vélligen Lipoid- 
unléslichkeit dieser Fluorochrome von vornherein unwahrscheinlich. 

Fiir den Farbevorgang ist die Permeabilitaét aber nur die notwendige 
Voraussetzung; entscheidend fiir den optischen Nachweis ist die Speiche- 
rung durch Strukturen der lebenden Zelle. Da aus der Literatur hervor- 
geht, daff das Speicherungsvermégen der normalen Pflanzenzelle fiir sulfo- 
saure Farbstoffe wesentlich geringer zu sein scheint als fiir basische, sind 
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nur besonders nachweisempfindliche, stark fluoreszierende Sulfosauren fiir 
derartige Untersuchungen geeignet. 

In einigen Pyrensulfosiuren und dem Naphthalsiureimid Brillantsulfo- 
flavin FF wurden geeignete Fluorochrome gefunden, die beide Bedingungen 
erfiillten. Das oxypyrentrisulfosaure Natrium fand in der experimentellen 
Zellphysiologie zum erstenmal bei Farbstoffanstiegsversuchen zum Nachweis 
der extrafaszikuliren Komponente des Transpirationsstromes durch 
Strugger (1939) Verwendung. Auferdem wurden noch Versuche mit vier 
weiteren Pyrensulfosiuren durchgefiihrt, die sich durch verschieden angela- 
gerte Radikale voneinander unterscheiden und iiber die Veréffentlichungen 
noch nicht vorliegen. Brillantsulfoflavin FF, das von Strugger (1946) zur 
ilucrechromierung von Bakteriensporen empfohlen wird, nimmt auf Grund 
seiner Struktur eine gewisse Sonderstellung ein. 

Um Aussagen iiber die Mechanik des Aufnahme- und Speicherungsvor- 
gangs bei der Fluorochromierung lebender Zellen machen zu kénnen, ist die 
Kenntnis bestimmter chemischer und physikalischer Eigenschaften eine un- 
bedingte Voraussetzung. In Vorversuchen wurde daher die Léslichkeit in 
Wasser und in organischen Liésungsmitteln, die Abhangigkeit der Eigen- 
und Fluoreszenzfarbe vom pH-Wert der Lisungen, der Dissoziationsgrad 
in der Abhiaingigkeit vom pH-Wert und schlieflich der Dispersitatsgrad 
ermittelt. Alle Angaben beziehen sich auf gepufferte Lésungen der Fluoro- 
chrome in einer Verdiinnung von 1 : 10000 (001%), wie sie auch zu den 
eigentlichen Flucrochromierungsversuchen verwendet wurden. 

Die Vorversuche sollen an dem folgenden Beispiel besprochen werden. 
Die charakteristischen Eigenschaften aller verwendeten Fluorochrome sind 
in der Tabelle 1 zusammengefalti. 


3-oxy-5-8-10-pyrentrisulfosaures Natrium. 


Die gepufferte Lésung besitzt bei saurer Reaktion bis zu pH 5,5 nur 
eine kaum wahrnehmbare Eigenfarbe, die sich mit zunehmendem pH-Wert 
vertieft, so dak oberhalb von pH 7.5 die Lésungen deutlich laubgriin gefarbt 
erscheinen. Es handelt sich demnach um einen einfarbigen Indikator. Auch 
die Fluoreszenzfarbe ist pH-abhingig. Die sauren Lésungen zeigen bis zu 
pH 5.6 eine stark seegriine Fluoreszenz (X 19la, nach der kleinen Farbmef- 
tafel von Ostwald). Mit steigendem pH-Wert veriandert sich die Fluores- 
zenz durch Beimischung laubgriiner Farbténe, so da die Lésungen vom 
Neutralpunkt ab stark laubgriin (XIV 24pa) fluoreszieren. Oxypyrentri- 
sulfosaures Natrium ist also auch ein zweifarbiger Fluoreszenzindikator. 
Zur Bestimmung des Dissoziationszustandes wurden Lésungen mit gesetz- 
mifig variiertem pH-Wert einer Kataphorese unterzogen. Aus der Hohe 
des Farbstoffanstiegs im anodischen Schenkel, der Geschwindigkeit der 
Wanderung und der Fluoreszenzintensitat konnte nach fiinf Minuten dau- 
erndem Versuch mit ausreichender Genauigkeit auf den Dissoziations- 
zustand geschlossen werden. Von pH 5,5 bis pH 8.2 nimmt die Starke der 
kataphoretischen Wanderung mehr und mehr zu, so daf im alkalischen 
Bereich das Maximum erreicht wird. Diese Angaben fanden ihre Bestati- 
gung durch die kolorimetrische Bestimmung der Dissoziationskurve (Disso- 
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ziationsgrad in Abhingigkeit vom pH-Wert), die in diesem Falle anwend- 
bar war. da oxypyrentrisulfosaures Natrium auch als Diachrom Indikator- 
eigenschaften aufweist. 

Nach der von K él bel (1947) angegebenen Methode ergab sich, daf der 
Farbstoff in den Lésungen des alkalischen Bereichs bis zu pH 8,8 vollstindig 
dissoziiert vorliegt. Bis pH 6,5 fallt dann der Dissoziationsgrad fast linear 
ab und unterhalb von pH 5,9 liegt das oxypyrentrisulfosaure Natrium nur 


noch als Molekiil vor (Abb. 1). 
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Abb. 1. 3-oxy-5-8-10-pyrentrisulfosaures Abb. 2. Die Diffusion der Fluoro- 
Natrium. Dissoziationskurve (kolori- chrome in 10%iger Gelatine (Kalium- 
metrisch). fluoreszein zum Vergleich). 


Die Ausschiittlungsversuche mit Benzol, Toluol, Chloroform und Ter- 
pentinél verliefen negativ und zeigten, daft alle verwendeten Fluorochrome 
weder in ionisiertem noch in molekularem Zustand in organischen Lésungs- 
mitteln und damit in Lipoiden léslich waren. 

Um eine vergleichbare Aussage iiber den Dispersitiatsgrad machen zu 
kénnen, wurde die Diffusionsgeschwindigkeit in 10%iger Gelatine (pH 4,5) 
bestimmt. Wie aus Abb. 2 hervorgeht. diffundieren alle Pyrensulfosiuren 
und Brillantsulfoflavin FF mit ziemlich iibereinstimmender Geschwindig- 
keit. Wenn auch die Diffusionswerte von Kaliumfluoreszein nicht erreicht 
werden, sind diese Fluorochrome noch als hochdiffusibel zu bezeichnen. 


Die Fluorochromierungsergebnisse 


Im Gegensatz zu den bisher als speichernd erkannten Leitbiindelscheiden 
von Laub- und Bliitenblattern sowie jugendlichen Zellen diirften die oberen 
Epidermiszellen der Schuppenblatter von Allium Cepa, die aus ruhenden 
Zwiebeln stammien, keine extremen Stoffwechselbedingungen aufweisen. 
Nachdem Houska (1939, 1941) innerhalb einer Zwiebelschuppe Lings- 
gradienten im osmotischen Wert sowie Unterschiede im Permeabilitits- 
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verhalten nachweisen konnte, auferdem altersmafig bedingte physiolo- 
gische Gradienten zwischen diuferen und inneren Schuppenblattern bekannt 
sind und angetriebene Zwiebeln sich anders anfarben lassen als in Ruhe 
befindliche (Drawert 1940), wurden nur die Mittelpartien der zweiten 
Schuppe von aufen verwendet, um ein physiologisch méglichst gleichartiges 
Versuchsmaterial zu erlangen. 

Die Fluorochromierung wurde nach der von Strugger (1935, 1949) an- 
gegebenen Methode in frisch angesetzten Phosphatpufferlésangen mit be- 
kanntem pH-Wert vorgenommen. Dic pH-Bestimmung fand mit der Platin- 
wasserstoffelektrode eines lonometers von Lautenschlager statt. 


Da die Epidermen den Pufferlésungen relativ lange (mehr als 24 Stun- 
den) ausgesetzt waren, multe die Frage der schaidigenden Wirkung dieser 
Gemische auf lebende Zellen erneut gepriift werden. Es wurden daher 
Epidermishiutchen nach 24- bis 48stiindigem Aufenthalt in ungefarbien 
Pufferlésungen von verschiedenem pH-Wert mit Rohrzucker plasmolysiert 
und auferdem nach der Methode von Strugger (1940) mittels Akridin- 
orange auf ihre Vitalitat untersucht. Nur in den extrem sauren Stufen, die 
Salzsiure enthielten, waren nach 24 Stunden alle Zellen abgestorben, wah- 
rend in den Puffergemischen zwischen pH 4,5 und pH 10,0 alle Zellen am 
Leben und normal plasmolysierbar waren. Durch die Fluorochromierung 
mit Akridinorange konnte nachgewiesen werden, daft auch nach 48 Stunden 
innerhalb der angegebenen Grenzen — im mittleren pH-Bereich — alle 
Zellen voll am Leben waren und das bei Strugger (1940) beschriebene 
Bild der Fluorochromierung zeigten. 


Bei abgestuften kiirzeren Farbezeiten erreicht man bei Fluorochromie- 
rung mit den sulfosauren Fluorochromen nur eine Imbibition des submikro- 
skopischen Kapillarensystems der Membranen. Eine Farbstoffbindung an 
die Membran hat aber nicht stattgefunden, da die imbibierten Fluorochrome 
leicht wieder auswaschbar sind. Erst nach 18- bis 24stiindiger Versuchszeit 
ist eine vitale Aufnahme und Speicherung in den Zellvakuolen nachzu- 
weisen, die nur fluoreszenzoptisch sichtbar ist, nicht dagegen im Hellfeld. 
Nur abgestorbene Zellen sind zu einer starken Speicherung im Zytoplasma 
und in den Kernen befahigt, die im Hellfeld bereits nach 15 bis 20 Minuten 
als schwache Gelbfarbung, im Fluoreszenzmikroskop durch die iiberaus hohe 
Intensitiit eine leichte Unterscheidung toter und lebender Zellen erméglicht. 


Damit der an der Oberflaiche anhaftende und der im Membransystem 
imbibierte Farbstoff keine stérende Uberstrahlung hervorruft, war es er- 
forderlich, die Epidermishaiutchen ungefahr eine Stunde hindurch in Puffer- 
lésungen gleichen pH-Wertes auszuwaschen. 

Alle Fluorochrome wurden von den lebenden Epidermiszellen der Zwie- 
belschuppen in gesetzmafiger Abhiangigkeit vom pH-Wert der Farblésung 
lediglich im sauren Bereich aufgenommen und in den Vakuolen diffus ge- 
speichert. Das Zytoplasma und die Kerne lebender Zellen sind zu einer 
Speicherung aber nicht befihigt. Die nicht fluorochromierten Zellbestand- 
teile, nimlich die Membran, das Zytoplasma und die Kerne, sind im 
Fluoreszenzmikroskop als dunkle Aussparungen gut zu erkennen. In den 
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langgestreckten, spitz zulaufenden Epidermiszellen sind die mit Plasma er- 
fiillten Zwickel, bei seitenwandstindiger Lage auch der Zellkern und die 
Plasmastrange zu beobachten, wie es Abb. 3 zeigt. Bei Dunkelfeldbeob- 
achtung ist festzustellen, dai die Konfiguration des Plasmas unverandert 
erhalten geblieben ist. Die Plasmastrémung erscheint gegeniiber ungefiarb- 
ten Zellen etwas beschleunigt zu sein. 

In der Nahe des Schnittrandes und der durch die Praparation getéteten 
Zellkomplexe sind gelegentlich nekrotisch geschiidigte Zellen zu beobachten, 
die sich durch eine starke Vakuolenkontraktion und eine wesentlich stiar- 
kere Fluoreszenzintensitit ihrer Vakuolen von den anderen unterscheiden. 
Es handelt sich um _ eine 
»pathologische Vakuolenkon- 
traktion“, verursacht durch 
den Wundreiz, der eine Ver- 
schiebung der aktuellen Azi- 
ditat des Zellsaftes in das al- 
kalische Gebiet zur Folge hat 
(Kiister 1939). Bei Fluoro- 
chromierung mit den Indika- 
toren sind diese Zellen dem- 
nach durch eine stark laub- 
griine Fluoreszenz  ausge- 
zeichnet. Zur echten Plasmo- 
lyse nicht mehr fahig, zeigen 
sie haufig Tonoplastenplas- 
molyse und sterben meist 
noch wahrend der Beobach- 


tung ab. 





Abb. 3. Obere Epidermis einer Zwiebelschuppe 
von Allium Cepa nach 24stiindiger Fluoro- 
chromierung mit dioxypyrendisulfosaurem Na- 
trium (pH 4,5). Die Vakuolen fluoreszieren 
seegriin bis eisblau, das Zytoplasma (Plasma- : 7 
stringe!), Kerne und Membranen sind un- Mit Ausnahme dieser 
gefarbt. nekrotisch geschadigten Zel- 
len ist aber eine allgemein 
starkere Speicherung durch traumatisch gereizte Zellen des Schnitt- 
randes nie zu beobachten, wie sie von Strug ger (1935) und nach ihm von 
anderen Autoren bei Farbung mit basischen Farbstoffen fesigestellt werden 
konnte. 

Eine reversible ,,physiologische Vakuolenkontraktion® im  Sinne 
Kiisters (1940), wie sie bei Speicherung von Neutralrot, Akridinorange 
und anderen basischen Farbstoffen beschrieben worden ist, tritt bei Fluoro- 
chromierung mit Sulfosi&uren nicht auf. 

Eine Abnahme der Vakuolenfluoreszenz durch Exosmose war nach Uber- 
tragung fluorochromierter Epidermen in ungefarbte Pufferlésungen nur im 
sauren Bereich bis zu pH 6,0 zu beobachten, nicht aber in Leitungswasser 
oder alkalischen Pufferlésungen. 

Nach der 24-stiindigen Fiarbezeit sind infolge der Giftwirkung der Salz- 
sdure in den extrem sauren Lésungen bis zu pH 3,5 alle und bis zu pH 4,5 
etwa 30 bis 50% aller Zellen abgestorben. Auch bei kurzzeitigen Versuchen 
machen sich nekrotische Schadigungen und schlieflich der Zellentod be- 
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merkbar, bevor es zu einer fluoreszenzoptisch nachweisbaren intravitalen 
Speicherung der Zellen kommt. Von pH 4,5 ab bis weit in das alkalische 
Gebiet bleiben alle Epidermiszellen voll am Leben. 


Oxypyrentrisulfosaures Natrium (Tabelle 2). 


Die Vakuolen der lebenden Epidermiszellen fluoreszieren von pH 3,55 
ab stark diffus seegriin mit einer geringen Beimischung laubgriiner Farb- 


Tab. 2, Abhangigkeit der Vakuolenfluoreszenz vom pH-Wert 
der Lésungen., 


Versuchsobjekt: Oberepidermis der Zwiebelschuppe von Allium Cepa, leb. 

Farbezeit: 24 Stunden, 1 Stunde ausgewaschen, 

Intensitaét der Fluoreszenz: + -+ -+ = stark, ++ = schwach, + = sehr schwach, 
zum Teil ungefirbt, — = keine Fiarbung. 





pH-Farblsg. Oxypyren- Dioxypyren- | Aminopyren- | Monomethyl- Acetyl- Brillant- 
trisulfosaur. | disulfosaur. | trisulfosaur. | aminopyren- Aminopyren-| sulfoflavin 
pH-Pufferl. Natrium Natrium Natrium trisulf. Na. trisulf. Na. FF 











a0 ttt | ttt | +tt | HHH | HHH | +44 
3,53 
3,44 
4,86 , oeay 
502 | ee +++ |+ bis++)+ bis++ re Se al i 
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oe ‘J ay Me ey F 
5,71 | ) | : 
6.35 
6,27 
6,82 
7,20 
7,04 
7,61 “ i 
8,34 
8,45 
10,58 
10,65 


+++ | +tt+ | ttt | +++ |) 444+ |.444 


Bei pH 2,40 sind 50—100% aller Zellen abgestorben; bei pH 3,53 sind 30—50% aller 
Zellen abgestorben; in den iibrigen Werten keine Schadigungen. 


tone. Die Fluoreszenzintensitat, die ein Ausdruck fiir die Speicherungs- 
qualititen der Zellvakuole ist, kann infolge physiologischer Unterschiede 
unbekannter Natur in den einzelnen Zellen sehr verschieden sein, wobei die 
nur schwach fluorochromierten Zellen in ihren Vakuolen vorwiegend see- 
griin und die stiairker fluorocchromierten intensiv laubgriin fluoreszieren. 

Von pH 5,91 ab nimmit die Intensitat der Vakuolenfluoreszenz gesetz- 
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miBig ab, so da bei pH 6,35 der gréte Teil der Zellen ungefirbt bieibt. 
Von pH 682 ab findet aus neutralen und alkalischen Farblésungen keine 
Aufnahme mehr statt. 


Dioxypyrendisulfosaures Natrium (Tabelle 2). 


Von pH 3,31 ab bis pH 4,5 speichern die Vakuolen das Fluorochrom mit 
leuchiend eisblauer bis schwach seegriiner Fluoreszenz, der mehr oder 
weniger auch laubgriine Farbténe beigemischt sind. Auch hier ist zu beob- 
achten, da die Fluoreszenzintensitat und -farbe nicht in allen Zellen eines 
Epidermishiutchens gleich ist (vgl. Abb. 3). Mit zunehmendem pH-Wert 
sind die Zellsaftriume oberhalb von pH 6,28 nicht mehr zu einer Spei- 
cherung befiahigt. 

Die Fluorochromierungsergebnisse der anderen Pyrensulfosiuren, die 
sich beziiglich der Abhiangigkeit vom pH-Wert der Lésungen gleichartig 
verhalten, sind aus Tabelle 2 ersichtlich. 

Brillantsulfoflavin FF wird bei gleicher pH-Abhangigkeit mit auffallend 
hoher Intensitat gespeichert. In den Vakuolen solcher Zellen, die sich durch 
eine besonders hohe Speicherungsfahigkeit auszeichnen, kommt es gelegent- 
lich zur Bildung eines goldgelb fluoreszierenden Niederschlags, dessen Teil- 
chen anfanglich in lebhafter Brownscher Bewegung sind. 


Die Priifung der Vitalitit durch Plasmolyse und Fluorochromierung 
mit Akridinorange nach Strugger 


Um die Vitalitat der Fluorochromierung zu priifen, wurden gefarbte und 
ungefarbte Epidermen mit dem indifferenten Rohrzucker, ferner mit KNO,, 
KCNS, KCL und CaCl, in 0,6-molarer Lésung einer Plasmolyse unterzogen. 
Es stellte sich heraus, da die Fluorochromierung auf den Plasmolyseein- 
tritt, ihren Verlauf und die dabei auftretenden Plasmolyseformen keinen 
EinfluB hat. 

Bei Rohrzucker tritt zu Beginn eine konkave Abhebung des Protoplasten 
an den Zellenden mit grofen negativen Plasmolyseorten an den Seiten- 
winden ein. Der Endplasmolysegrad mit véllig konvexer Abkugelung wird 
erst nach mehreren Stunden errzicht. Eine sekundire Fluorochromierung 
des Zytoplasmas und der Kerne konnte nicht beobachtet werden. 

Bei Kaliumnitrat ist ein rascher Plasmolyseeintritt mit konkaven For- 
men festzustellen. Nach 15 Minuten setzt eine allmahliche Abrundung ein, 
so da nach 43 bis 60 Minuten die Plasmolyse perfekt ist. Eine durch die 
Intrabilitat fiir Alkalisalze bedingte Aufquellung des Plasmas und der 
Kerne fiihrt haiufig zu einer Kappenplasmolyse (H6fler 1939). In ihrem 
Verlauf tritt eine Anderung in der Verteilung der Fluorochrome ein, denn 
das Zytoplasma und die Kerne vermégen nun in geringem Mafe sulfosaure 
Fluorochrome zu speichern und zeigen dann eine schwache Fluoreszenz. 
Dies wird besonders deutlich in den Plasmabriicken zwischen zwei Teil- 
protoplasten, und liegt zufallig ein Kern in einer derartigen Plasmabriicke, 
ist auch hier die sekundiare Fluorochromierung eindeutig zu beobachten. 
Die bei den Fluoreszenzindikatoren auftretende Zunahme laubgriiner Farb- 
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tine laiBt auf eine Alkalisierung des Zellsaftes auf Grund der Einwirkung 
der Elektrolyte schliefen. 

Im spateren Verlauf der Plasmolyse wurde die aufere Plasmagrenz- 
schicht, das Plasmalemma, als distinktes Hiautchen fluoreszenzmikroskopisch 
sichtbar, wie aus Abb. 4 ersichtlich. Offenbar ist in diesem bereits nekro- 
tischen Stadium den Fluorochromen eine stairkere Bindungsméglichkeit ge- 
geben als im iibrigen Plasma. 

Im gleichen Sinne verliuft 
auch die Plasmolyse mit 
Kaliumchlorid, wiahrend bei 
Kaliumrhodanid die patholo- 
gisch erhiéhte — Intrabiliiat 
nach einer sehr raschen Quel- 
lung und Verfliissigung des 
Plasmas und des Kernes zur 

Kappenplasmolyse fiihrt 
(Strugger 1931). Die kon- 
vexe Abkugelung erfolgt be- 
reits nach: wenigen Minuten 
und entsprechend der starken 
kolloidphysikalischen Einwir- 
kung dieses Salzes auf das 





Abb. 4. Obere Epidermis einer Zwiebelschuppe 
Protoplasma, ist die sekun- yon Allium Cepa nach 24stiindiger Fluorodiro- 
dire Fluorochromierung von mierung mit dioxypyrendisulfosaurem Natrium 
Plasma und Kern stirker als (pH 4,5) und anschlieBender Plasmolyse mit 
bei den iibrigen Elektrolyten. KNO; (0,6 mol). Elektive Fluorochromierung des 

Krampfartige bis konkave Plasmalemmas. 

Formen sind fiir den Plas- 

molyse-Eintritt bei Calziumchlorid charakteristisch. Eine konvexe Abrun- 
dung ist nach 30 Minuten eingetreten, wobei die Hechtschen Faden er- 
halien bleiben. Plasma und Kerne weren im Verlauf der Plasmolyse auch 
hier sekundir fluorochromiert, so daft sekundiire Anderungen des 
Speicherungsvermégens des Plasmas durch das Salz anzunehmen sind. 

Bei Fluorochromierung mit Akridinorange nach Strug ger (1940) zeigen 
die Epidermiszellen stets die typische Griinfluoreszenz des Plasmas und der 
Kerne, die nur voll lebensfihigen Zellen eigen ist. Die kupferrote Fluores- 
zenz toter Zellen oder gelbgriine nekrotisch geschadigter Protoplasten 
konnte in den als lebend angesprochenen Epidermiszellen niemals fest- 
gestellt werden. 

Mit Brillantsulfoflavin FF fluorochromierte Zellen zeigen nach der Be- 
handlung mit Akridinorange in ihren Vakuolen einen rot fluoreszierenden 
Niederschlag, der auf eine chemische Reaktion beider Fluorochrome zuriick- 
zufiihren ist, wie Fallungsreaktionen in vitro gezeigt haben. Die urspriing- 
lich laubgriine Fluoreszenz der Vakuole verandert sich nach der Aufnahme 
von Akridinorange charakteristisch nach Gelb und dann nach Rot. Gleich- 
zeitig treten im Zellsaft leuchtend rot fluoreszierende Kristalle auf, die an- 
fainglich in lebhafter BMB sind (vgl. Abb. 5). Plasmolysierte Zellen, in 
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denen bereits eine sekundire Aufnahme von Brillantsulfoflavin FF im Zyto- 
plasma erfolgt ist, lassen nach Farbung mit Akridinorange auch dort ver- 
einzelte Kristalle einwandfrei erkennen. Eine sichere Feststellung im Zell- 
kern war dagegen technisch nicht méglich. 


Die Fluorochromierung alkoholfixierter Epidermen 


Von dem Gedanken ausgehend, dal eine kurze Fixierung mit 70%igem 
Alkchol nur eine Dehydratisierung der Biokolloide bewirkt, die elektrische 
Ladung bei kurzzeitigen Versuchen aber nicht aindert (Pischinger 1926, 
1927: Naylor 1926; Dra- 
wert 1937), wurden ab- 
schlieBend Reihenfarbun- 
gen mit pH-abgestufien 
Lésungen der Fluoro- 
chrome durchgefiihrt. Alle 
Fluorochrome wurden nach 
15 bis 20 Minuten dauern- 
der Farbezeit nur im 
sauren pH-Bereich bis zu 
pH 5,3 im Zytoplasma und 
in den Kernen gespeichert, 
nicht dagegen im neutralen 
und alkalischen. Wie aus 
Tabelle 3 hervorgeht, ist 





Abb. 5. Obere Epidermis einer Zwiebelschuppe 
von Allium Cepa nach 24stiindiger Fluorochromie- 2 : oat 
rung mit Brillantsulfoflavin FF (pH 6,2) und an- die Fluoreszenzintensitii 
schlieBender Farbung mit Akridinorange. In den !2 den extrem sauren L6- 
Vakuolen ein rot fluoreszierender Niederschlag. sungen am stirksten und 
nimmt dann kontinuierlich 
bis zu dem obig erwaihnten pH-Wert ab. Die Fluoreszenzfarbe entsprach 
der Fluoreszenzfarbe der Anionen mit einer nur geringen Beimischung see- 
griiner, bzw. eisblauer Farbténe bei den beiden Fluoreszenzindikatoren. 


Besprechung der Ergebnisse 


Nachdem der sichere Nachweis einer Aufnahme und Speicherung sulfo- 
saurer Farbstoffe bisher nur an Pflanzenzellen mit besonders hoher physio- 
logischer Aktivitat erbracht werden konnte (Collander 1921; Drawert 
1941). beweisen die hier vorliegenden Ergebnisse, daf auch lebende Zellen 
Ghne besondere ,,physiologische Potenzen” zu einer Aufnahme von Sulfo- 
siuren in der Lage sind und sie — allerdings wesentlich langsamer als 
basische Farbstoffe sogar zu speichern vermégen. Die Epidermiszellen 
der Schuppenblatter ruhender Kiichenzwiebeln sind ,normale“ Zellen, in 
denen weder extreme Stoffwechselbedingungen herrschen noch Gerbstoffe 
und andere die Speicherung von Farbstoffen beeinflussende Inhaltsstoffe 
(Lipoide und Fettsauren) sonderlici in Erscheinung treten. 

In Ubereinstimmung zu den Ergebnissen Collanders (1921) und an- 
derer Autoren sind die Fluorochrome nur in den Vakuolen gespeichert 
worden, nicht aber im Plasma oder in den Kernen lebender, ungeschiidigter 
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Zellen. Die erforderlichen langen Versuchszeiten sind ebenfalls aus der 
Literatur seit Pfeffer (1886) bekannt. Damit verhalten sich die sulfo- 
sauren Farbstoffe ganz anders als die basischen, welche von lebenden Zellen 
auRerordentlich schnell aufgenommen und gespeichert werden, so dafi be- 


Tab. 3. Abhaingigkeit der Plasma- und Kernfluoreszenz vom 
pH-Wert der Lésungen bei Allium-Epidermen, die mit 
70%igen Alkohol fixiert waren. 




















Versuchsobjekt: Oberepidermis von Allium Cepa-Zwiebelschuppen, 
Fixation: 20 Minuten mit 70/gigem Alkohol, kurz ausgewaschen, 
Farbezeit: 20 Minuten, kurz ausgewaschen, 
Intensitét der Fluoreszenz: + + + = stark, -+-++ = schwach, + = sehr schwach, 
+ = zum Teil ungefirbt, — = keine Farbung. 
pH-Farblsg. Oxypyren- | Dioxypyren- | Aminopyren- | Monomethyl- | Acetyl- Brillant- 
—_————-| trisulfosaures | disulfosaures | trisulfosaures| aminopyren- | aminopyren- | sulfoflavin 
pH-Pufferl. Natrium Natrium Natrium trisulfos. Na. | trisulfos. Na. FF 
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reits nach fiinf Minuten dauernder Fiarbezeit ein optischer Nachweis im 
Fluoreszenz- und Hellfeldmikroskop méglich ist. Sulfosaiuren gleicher Dis- 
persitat kénnen erst nach 24-stiindiger Versuchszeit nachgewiesen werden 
und auch dann nur als Fluorochrome, nicht dagegen als Diachrome. 

Daf es sich wirklich um eine Speicherung, um eine Aufnahme iiber den 
Konzentrationsausgleich hinaus handelt, zeigt der Vergleich der Fluores- 
zenzintensitat der mit Sulfosiuren fluorochromierten Epidermiszellen mit 
einer ungefahr gleichdicken Schicht der zur Anwendung gebrachien Lisung 


Protoplasma, Bd. XXXIX/2. 14 
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des betreffenden Fluorochroms. Die Zellsaftraume zeigen stets eine héhere 
Fluoreszenzintensitat als die Farblésung. Die von Collander und Vir- 
tanen (1938) vertretene Ansicht von der hochgradigen Impermeabilitat 
der Plasmahaute fiir Sulfosiurefarbstoffe muf damit fallen gelassen 
werden. 


Die Ursache fiir das bisher beobachtete nicht unbetrichtliche Speiche- 
rungsvermoégen bestimmter Zellen und Gewebe sieht Collander in der 
diesen Zellen eigenen ,,adenoiden Tatigkeit* ihrer Protoplasten, ohne diesen 
von Overton gepragten Begriff physiologisch erklaren zu kénnen. Er 
spricht dies einleitend in seiner Arbeit (1942) wie folgt aus: ,,Uber den 
Mechanismus der adenoiden Ionenaufnahme ist bisher auferordentlich 
wenig mit Sicherheit bekannt. Ihre Abhangigkeit von der Atmung, ihre 
Empfindlichkeit fiir Narcotica sowie der Parallelismus zwischen Salz- 
aufnahme und Eiweifisynthese kénnen zwar als Fingerzeige beziiglich der 
wahrscheinlichen Art dieses Mechanismus gelten. Sehr nahe liegt es natiir- 
lich auch, eine Beteiligung von elektrischen Kraften bei der aktiven Ionen- 
aufnahme anzunehmen.~* — Physiologisch nicht ausgezeichneten Zellen soll 
diese ,,Adenoidie“ ihrer Protoplasten fehlen und damit die Méglichkeit 
der Aufnahme sulfosaurer Farbstoffe. 


Sofern methodisch kein Zweifel dariiber besteht, daf physiologisch 
,normale~ Zellen in der Tat nicht zu einer intravitalen Aufnahme und 
Speicherung von Sulfoséuren befahigt sind, mii&te dieses ratselhafte Ver- 
halten morphologisch oft nur wenig sich unterscheidender Zellen in uns 
unbekannten Eigenschaften der lebenden Substanz begriindet sein. In die- 
ser Arbeit kann aber gezeigt werden, daft auch diese Zellen zu einer aller- 
dings geringen Speicherung in der Lage sind, die nur mit sehr empfind- 
lichen Methoden erfaft werden kann. Bei den bisher untersuchten Dia- 
chromen hai sich die sicher vorhandene Aufnahme auf Grund der geringen 
Nachweisempfindlichkeit dem optischen Nachweis entzogen. 


Die bisher beobachtete ..Nichtaufnahme“ kann aber auch in anderen 
nicht beriicksichtigten Faktoren ihre Ursache haben. Collander und 
Virtanen (1938) vergleichen verdiinnte Farblésungen von Cyanol und 
Orange G mit dem Farbwert des Zellsaftes von Tolypellopsis-Internodial- 
zellen, die 6 bis 24 Stunden gefarbt waren. Die negativen Befunde fiihrten 
zu dem Schluf, daft der Protoplast fiir die beiden Diachrome weitgehend 
undurdhlassig ist. Dies muf aber aus verschiedenen Griinden abgelehnt 
werden, denn der Zellsaft der Characeen ist nach Untersuchungen C ol- 
landers (1930) auferordentlich arm an Kolloiden, die fiir eine Spei- 
cherung aber von grofter Bedeutung sind. Bei Chara ceratophylla wurde 
ein Trockensubstanzgehalt von 1.8% gefunden, wovon der gréfere Teil aus 
nicht kolloiden anorganischen Salzen besteht. Der Zellsafi von Tolypel- 
lopsis ist zwar reicher an organischer Substanz aber die geringe Viskositat 
spricht nach Collander und Virtanen (1938) fiir einen nur mafigen 
Gehalt an Kolloiden. So sind die Characeen fiir solche Untersuchungen ein 
ungeeignetes Objekt und auf Grund der vorliegenden Untersuchungsergeb- 
nisse muf{ angenommen werden, dafi die ,,Nichtaufnahme” bei Tolypel- 
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lopsis zum Teil auf die geringen Speicherungsméglichkeiten dieser Zellen 
zuriickzufiihren ist. 

Eine weitere Ursache liegt in der Nichtberiicksichtigung des Dissozia- 
tionsverhaltens der beiden Diachrome. Nach Drawert (1941) wandern 
sie in der Kataphorese bei allen untersuchten pH-Werten mit grofen Steig- 
héhen zur Anode. Sie miissen demnach bis weit in das saure Gebiet hinein 
dissoziiert sein, und auch in den Liésungen Collanders und Virtanens 
(pH 5,4 und pH. 6,0) kénnen vorwiegend nur Farbanionen im Aufen- 
medium vorgelegen haben. Auf'Grund: der eigenen Befunde vermégen 
Sulfoséuren nachweisbar nur als Molekiile zu permeieren, die Permeation 
der Ionen tritt dagegen sehr stark zuriick und fiihrt nicht zu einer optisch 
erkeanbaren Aufnahme. Da das Speicherungsvermégen von Tolypellopsis 
dazu sehr gering ist, kann es nicht verwundern, daf nach 24 Stunden selbst 
das Diffusionsgleichgewicht noch: nicht eingetreten ist. Trotz dieser sehr 
ungiinstigen Bedingungen muf aber eine sehr langsame Aufnahme erfolgt 
sein, was aus dem kolorimetrischen Vergleich der mit Tolypellopsis be- 
schickten Versuchslésung von Orange G und der Kontrollésung hervor- 
geht, der von den Autoren nach einem sechs Tage dauerndem Versuch 
durechgefiihrt wurde. 

Da die Diffusibilitat der beiden Diachrome nach Drawert (1941) sehr 
hoch ist, diirfte die TeilchengréRe im Vergleich zu den hier verwendeten 
Fluorochromen kein hemmender Faktor gewesen sein. 

Der Vergleich der verwendeten Konzentrationen zeigt den Vorteil, den 
die Fluorochrome gegeniiber den Diachromen bieten. Collander und 
Virtanen waren gezwungen mit 3%igen bzw. 0,2%igen Lésungen zu 
arbeiten. In den eigenen Untersuchungen konnte bereits mit 0,01 %igen 
Lésungen ein ausreichender vitaler Farbeeffekt erzielt werden. Auferdem 
war es mdglich, starker saurere Lésungen zu verwenden, was fiir die 
Deutung der Speicherungsmechanik von wesentlicher Bedeutung war. 

Da seitens Collanders (1921) der Einwand gemacht worden ist, daft 
Zellen mit fehlender Adenoidie erst nach Schaidigung zu einer Aufnahme 
von Sulfosduren befahigt sein sollen, wurde in dieser Arbeit streng darauf 
geachtet, ‘da nur die Fluorochromierung voll lebender Zellen beurteilt 
wurde. Im Hinblick auf die langen Farbezeiten soll darum die Frage nach 
der Einwirkung der Puffersubstanzen und der Fluorochrome auf den 
Lebenszustand der Zelle, wie auf nekrotische Veranderungen der Plasma- 
struktur und die mégliche Beeinflussung der aktuellen Aziditat im Zellsaft 
zuerst diskutiert werden. 

Die Fluorochromierung: mit den Pyrensulfosiuren und Brillantsulfo- 
flavin FF muff nach Strugger (1937) als inturbante Vitalfluorochro- 
mierung bezeichnet werden. Die ersten Schaidigungen sind friihestens nach 
48 Stunden in vereinzelten Zellen zu beobachten und erst nach mehreren 
Tagen sterben die Epidermishautchen ab. 

Durch die Puffersubstanzen wird in kurzen, 10 Minuten langen Ver- 
suchszeiten der Plasmazustand und die Aziditat des Zellsaftes nicht ge- 
andert, wie Strugger (1940, 1941) feststellen konnte. Nach 24- und 
48stiindigem Aufenthalt in gepufferten Lisungen zeigen die Allium-Epi- 


14* 








196 E. S. Perner 


dermiszellen nur in den extrem sauren und extrem alkalischen Stufen 
Anderungen ihrer Plasmastruktur, die bei ersteren sehr bald zum Ab- 
sterben der Zellen fiihren; itiber Anderungen der Plasmastruktur in stark 
alkalischen Puffern (pH 11,3) berichtet Strugger (1941). Im mittleren 
vitalen pH-Bereich zwischen pH 4,5 und pH 9,5 sind keinerlei Schadigungen 
aufgetreten. Es sind die Epidermiszellen in der Lage, sich dem Aziditits- 
grad des Auffenmediums physiologisch anzupassen, ohne daft die Lebens- 
fahigkeit der Zellen beeintrachtigt wird. Die Kritik Collanders kann 
daher fiir diese Untersuchungen nicht zutreffen. 

In diesem Zusammenhang interessiert auch die Frage nach dem pH-Wert 
des Zellsaftes in lebenden, ungeschaédigten und in nekrotisch veranderten 
Zellen. Mit basischen Indikatoren kann nur mit Vorbehalt auf den aktuel- 
len Aziditatsgrad geschlossen werden, da die Tatsache der Liésungsmeta- 
chromasie in dem lipoiden System eine kolorimetrische Beurteilung inner- 
halb der Zelle unméglich macht. Die hier verwendeten sulfosauren Indika- 
toren werden dagegen nur im hydroiden System des Zellsaftes gespeichert, 
da sie weder zu den Lipoiden noch zu Gerbstoffen eine besondere A ffinitat 
aufweisen. In dem Versuchsmaterial waren die Schwankungen des 
pH-Wertes zwischen pH 4,5 und pH 6,5 besonders auffallig, da es sich um 
morphologisch sehr gleichartige Zellen handelt. Die Ursache diirfte wahr- 
scheinlich in dem jeweiligen stoffwechselphysiologischen Zustand der Zelle 
zu suchen sein. Bei Ubertragung vorgefarbter Epidermen in schwach alka- 
lische Pufferlésungen konnte keine Anderung der Vakuolenfluoreszenz fest- 
gestellt werden. Eine starke Alkalisierung des Aufenmediums durch eine 
sehr verdiinnte Ammoniaklésung (*/200n) vermag die Zelle nicht zu er- 
tragen. Binnen kurzer Zeit erfolgt auf Grund der raschen Permeation des 
Ammoniaks ein Farbumschlag nach Laubgriin und bald darauf das Ab- 
sterben. Eine irreversible Verschiebung des pH-Wertes in das alkalische 
Gebiet konnite ebenfalls bei traumatischen Schadigungen und beginnenden 
Nekrosen beobachtet werden. 

Fiir eine Analyse der Speicherung sulfosaurer Fluorochrome durch 
lebende Zellen ist nun die Frage nach der Ursache der langsamen Aufnahme 
im Vergleich zu der raschen von basischen Farbstoffen von gréfter Be- 
deutung. Die lipoidunléslichen Sulfosduren kénnen nur durch die sub- 
mikroskopischen Poren der Plasmagrenzschichten permeieren und es mul} 
festgestellt werden, ob die Ursache fiir die geringe Aufnahmegeschwindig- 
keit in der Permeabilitat zu suchen ist oder ob das Speicherungsvermégen 
der Zelle damit in einem kausalen Zusammenhang steht. 


Ebenso wie basische Farbstoffe in gesetzmafiger Abhangigkeit vom 
pH-Wert des Aufenmediums aufgenommen werden, ist auch eine ent- 
sprechende Beziehung fiir saure bekannt. Wie Strugger (1938) zeigen 
konnte, wird Kaliumfluoreszein in strenger Gesetzmafigkeit nur bei saurer 
Reaktion der Lésungen in der Zelle gespeichert. Fiir die hier untersuchten 
Sulfosaiuren trifft dies ebenfalls zu. Die Allium-Epidermiszellen vermégen 
nur aus sauren Lésungen, in denen die Sulfosauren undissoziiert bzw. weit- 
gehend in molekularer Form vorliegen, diese aufzunehmen, nicht dagegen 
aus solchen, in denen sie als Ionen vorhanden sind. In der Tabelle 4 ist 
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die Grenze der Aufnahme in die Vakuolen in Beziehung zum Dissoziations- 
bereich der betreffenden Fluorochrome gesetzt. Liegen die Sulfosduren bis 
zum Neutralpunkt vorwiegend undissoziiert vor, liegt die Grenze der Auf- 
nahme zwischen pH 5,8 und pH 6,5. Einige Pyrensulfosaiuren sind aber 
bereits im sauren Gebiet starker dissoziiert. In diesem Falle verschiebt sich 
der Grenzwert ebenfalls in das saure Gebiet, so daf eine Fluorochromie- 
rung nur bis zu pH 4,2 und pH 4,6 zu beobachten ist. In erster Linie ver- 
mégen also die Molekiile zu permeieren, fiir lonen kann der optische Nach- 
weis der Permeation nicht erbracht werden. Damit werden die Angaben 
Collanders (1942) iiber die mangelnde Permeationsfahigkeit von 
Anionen bestatigt. 


Tab. 44 Abhangigkeit der Speicherung von der Dissoziation. 











Fluorochrom atc ae: eee ee 
Brillantsulfoflavin FF ....+.+.+.-s 6,50 | 6,0—9,5 
Oxypyrentrisulfosaures Natrium. . . . 5,90 5,9—8,8 
Dioxypyrendisulfosaures Natrium .. . 5,80 5,6—8,5 
Aminopyrentrisulfosaures Natrium . . 4,60 4,0—6,0 
Monomethylaminopyrentrisulfosaures 

MRS: heh 6 dtie (8S 8. eee 4,60 4,0—6,0 
Acetylaminopyrentrisulfosaures 
Be OT GE AA it EAE FO 4,20 3,5—5,0 








Es ist demnach verstandlich, da eine vitale Anfarbung mit den nur im 
stark sauren pH-Bereich molekular vorliegenden Sulfoséuren nicht erzielt 
werden konnte, da in den extrem sauren Lésungen, wo die physikochemi- 
schen Aufnahmebedingungen am giinstigsten waren, eine intravitale Auf- 
nahme nicht stattfinden kann, weil sehr bald eine Schadigung der Zellen 
und schlieftlich der Tod eintritt. 

Auch die Teilchengréfe der Farbstoffe kénnte einen wesentlichen Einfluf 
auf das Permeationsvermégen und damit auf die langsame Aufnahme 
haben. Nach den Diffusionsversuchen sind die Fluorochrome hochdiffusibel 
und miissen demnach die gleiche Dispersitat besitzen wie basische Farb- 
stoffe mit gleicher Diffusionsgeschwindigkeit. Wenn trotzdem beide Farb- 
stofftypen mit so unterschiedlicher Geschwindigkeit aufgenommen werden, 
ist daraus zu schliefen, daf bei den feindispersen Farbstoffen die Disper- 
sitat keinen Einfluf hat, sofern eine gewisse Teilchengréfe, die in Beziehung 
zur Porenweite der Plasmagrenzschichten in der untersuchten Zelle steht, 
unterschritten ist. 

Viel wichtiger scheint aber die voéllige Lipoidunléslichkeit der Sulfo- 
sduren zu sein. Nach Drawert (1940) ist die Lipoidléslichkeit basischer 
Farbstoffe nicht fiir ihr Permeationsvermégen maligeblich, sondern ein aus- 
schlaggebender Faktor fiir ihre Speicherung durch die Zelle. Aus dem Ver- 
halten der Sulfoséuren muff gefolgert werden, daf ihre véllige Lipoid- 
unldslichkeit auch fiir die Permeabilitat von Bedeutung ist. Jugendliche, 
stark wachsende Zellen der Streckungs- und Meristemzone von Helodea- 
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Blattchen vermégen sulfosaure Fluorochrome mit grofer Intensitaét zu 
speichern (Perner 1949). Wenn aber trotzdem der Aufnahmevorgang mit 
der gleichen Geschwindigkeit ablauft wie in den nur wenig speichernden 
Allium-Epidermiszellen, kann mit Sicherheit angenommen werden, daft der 
hemmende Faktor in der Permeabilitaét zu suchen ist. 

Somit mu der Aufbau der die Permeabilitat regelnden Plasmagrenz- 
schichten im Zusammenhang mit der Lipoidunldslichkeit der Sulfosduren 
fiir ihre langsame Aufnahme entscheidend sein. Collander und Vir- 
tanen (1938) sprechen dies einleitend in ihrer Arbeit aus: ,,Ob die leben- 
den Protoplasten durchlassig oder undurdhlissig fiir Sulfosdurefarbstoffe 
sind, kann nicht gleichgiiltig sein, wenn wir uns eine Vorstellung von dem 
Bau der Plasmahaute zu bilden versuchen. Denn zweifellos miiffte eine 
Plasmahaut, die fiir die grofen, lipoidunléslichen Anionen (und Molekiile) 
der Sulfosdurefarbstoffe leicht permeabel wire, ganz anders beschaffen sein 
als eine fiir diese Farbstoffe undurchliassige Plasmahaut.“ 


Collander (1937) nimmt nun einen einheitlichen Aufbau der Plasma- 
grenzschichten aus polar geordneten Zell-Lipoiden an und ist der Ansicht, 
da& die von Bungenberg de Jong und Bonner (1935) studierten 
Phosphatiddoppelschichten in erster Linie als Modell der Plasmahaute in 
Frage kamen. Den groften und mittelgrofen Molekiilen lipoidléslicher 
Stoffe steht der Weg durch Diasolyse in den Plasmahautlipoiden offen, 
kleine Molekiile solcher Stoffe kénnen auferdem noch in den zwischen den 
geordneten Lipoidmolekiilen liegenden Poren permeieren, so daft sie eine 
hdhere Permeationsgeschwindigkeit zeigen als ihrer relativen Lipoidléslich- 
keit zukommt. 

Es erscheint aber unwahrscheinlich, daft die véllig lipoidunléslichen 
Molekiile- der Sulfosiuren in gleicher Weise permeieren. Auferdem 
sprechen physikochemische Untersuchungen fiir einen heterogenen Aufbau 
der Grenzschichten, daf neben den Lipoiden auch Eiweiftkérper beteiligt 
sind, welche fiir die Porenbildung ausschlaggebend sind (Fre y- Wyss- 
ling 1938). Strugger (1940) gelang der optische Nachweis des Plasma- 
lemmas bei Plasmolysestudien mit Kaliumrhodanid an mit Akridinorange 
fluorochromierten Allium-Epidermiszellen. Wenn das Plasmalemma sich 
dabei durch eine spezifische Rotfluoreszenz vom iibrigen Plasma deutlich 
unterscheidet, muff nach der theoretischen Deutung der Farbung auf das 
Vorhandensein von Eiweifkérpern geschlossen werden, an die eine elektro- 
adsorptive Bindung der Farbkationen erfolgen konnte. Auch mit sulfo- 
sauren Fluorochromen behandelte Epidermiszellen zeigen nach Plasmo- 
lyse mit Elektrolyten eine stark fluoreszierende distinkte Grenzschicht, die 
sich deutlich vom iibrigen Plasma abhebt (vgl. Fig. 4). Auch in diesem Falle 
kénnen nur Plasma-Eiweifkérper fiir den Effekt verantwortlich sein. Zell- 
oberflachen besitzen ferner eine Elastizitat, die nach Modellversuchen nur 
von Oberflachen proteinhaltiger Lésungen erreicht werden, wahrend Lezi- 
thin- und Oltrépfchen in lebenden Zellen keine Oberflachenelastizitat be- 
sitzen. Dieses wird von Frey-Wyssling betont, der in den duferen 
Grenzschichten eine dichtere Lagerung von Eiweiftketten in submikroskopi- 
schen Dimensionen annimmt. 
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So muf neben einer lipoiden Phase, die nach der Lipoidfiltertheorie fiir 
die fettléslichen Stoffe permeabel ist, in den Plasmagrenzschichten auch eine 
hydroide Phase angenommen werden, deren Poren im Sinne eines Ultra- 
filters fiir feindisperse lipoidunlésliche Substanzen durchlassig sind. Aus der 
langsamen Aufnahme dieser Stoffe muff geschlossen werden, daf die hy- 
droide Phase wahrscheinlich nur einen geringen Anteil am Aufbau der 
Grenzschichten hat. 

Es bleibt nun die Frage zu klaren, an welches System der lebenden Zelle 
die Bindung der sulfosauren Fluorochrome erfolgt. Bereits Collander 
(1921) und Drawert (1941) machten die Feststellung, daf die mit sulfo- 
sauren Farbstoffen behandelten Zellen lange am Leben blieben und schlossen 
daraus, daff eine Bindung an lebensunwichtige Strukturen der Zelle erfolgt 
sein miisse. Auf Grund der mangelnden Exosmose dieser Farbstoffe bei 
Ubertragung in Leitungswasser nahmen sie eine relativ feste Bindung an. 
In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, da das AuRenmedium auch 
fiir die Exosmose eine Rolle spielt, denn bei Ubertragung fluorochromierter 
Epidermen in saure Pufferlésungen (pH 4,5) findet der langsamen Auf- 
nahme entsprechend auch eine langsame Exosmose bis zur vélligen Ent- 
farbung statt. Eine feste irreversible Bindung kann daher nicht vorgelegen 
haben. 

Drawert (1941) erklart die Bindung der Sulfosaéuren durch unbekannte 
Zwischenprodukte des Stoffwechsels, die im Verlauf intensiver Atmungs- 
vorgange von bestimmten Plasmakomponenten gebildet werden und die 
zu den sauren Farbstoffen eine gesteigerte Affinitat besitzen. Die Reaktions- 
produkte werden aus dem physiologischen Geschehen ausgeschaltet und in 
den Vakuolen als unschadliche Schlacken deponiert. Die Entstehungs- und 
Abbaugeschwindigkeit dieser unbekannten Zwischenkérper soll nach Dr a- 
wert der entscheidende Faktor fiir die Aufnahmegeschwindigkeit saurer 
Farbstoffe sein. 

Wenn aber das Plasma so aktiv an dem Aufnahmevorgang beteiligt 
ware, miifte bei der hohen Nachweisempfindlichkeit der hier verwendeten 
Fluorochrome wenigstens gelegentlich eine Fluoreszenz des Zytoplasmas 
zu beobachten gewesen sein. Dies war aber niemals der Fall, selbst nicht 
in den sehr aktiv speichernden jugendlichen Zellen von Helodea (Perner 
1949). 

Nach Strugger (1937) ist eine Speicherung von Farbstoffen theoretisch 
folgendermafen denkbar: 


1. Durch chemische Bindung im Sinne der Farblackbildung ba- 
sischer Farbstoffe mit Gerbstoffen. 

2. Durch physikalische Bindung 

a) infolge einer gesteigerten Lislichkeitsaffinitat zu bestimm- 
ten Inhaltsstoffen (Lipoide, Fettsauren), 

b) infolge einer Ele ktroadsorption von Farbstoffionen an positiv 
oder negativ aufgeladene Zellkolloide. 


Gegen eine chemische Bindung spricht einmal die Tatsache der pH-Ab- 
haingigkeit der Aufnahme, ferner ist die dann anzunehmende festere Bindung 
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nicht vorhanden. Die sulfosauren Indikatoren zeigen nach Alkalisierung 
des Auftenmediums mit Ammoniak in den Vakuolen sofort den Farb- 
umschlag nach Laubgriin, der bei einer chemischen Bindung nicht zu er- 
warten ware. Weiterhin reagiert Brillantsulfoflavin FF mit Akridinorange 
in vitro wie auch in vivo unter Bildung eines fluoreszierenden Niederschlags, 
was nur bei einer lockeren Bindung der Fluorochrome denkbar ist. Die 
mangelnde Exosmose bei Ubertragung fluorochromierter Epidermen in Lei- 
tungswasser ist wohl so zu erklairen, daff bei schwach alkalischem Aufen- 
medium das Verteilungsgleichgewicht zu Gunsten der Zelle verschoben ist, 
wobei das Plasma als Ionenfalle das Exosmieren des Farbstoffes verhindert. 

Eine Léslichkeitsspeicherung an Lipoide ist wegen der Unlislichkeit der 
Sulfosiuren in derartigen Systemen von vornherein auszuschliefen. 

Durch die Annahme einer elektroadsorptiven Bindung der sekundir dis- 
soziierten Farbanionen an positiv aufgeladene Biokolloide kénnen am ehe- 
sten die Beobachtungen erkltirt werden. Da alle Fluorochrome nur in den 
Zellsaftriumen gespeichert werden, muft die Frage erértert werden, ob die 
im Zellsaft vorhandenen Biokolloide iiberhaupt fiir eine Farbstoffbindung 
im genannten Sinne in Frage kommen. 

In ausgewachsenen Dauerzellen, wie sie in den Allium-Epidermen vor- 
liegen, ist der Zellsaft eine vorwiegend wasserige Fliissigkeit, deren Gehalt 
an Kolloiden im Vergleich zum Zytoplasma gering ist. Aufterdem sind 
Lipoide vorhanden, die fiir die Speicherung basischer Farbstoffe von Be- 
deutung sein diirften. 

Die von Collander und seiner Schule untersuchten Internodialzellen 
der Characeen, deren Zellsaft isoliert und quantitativ analysiert werden 
kann, sind das extreme Beispiel eines auferordentlich kolloidarmen Zell- 
saftes. Aufter 98% Wasser sind nur %% organische Verbindungen und 
1%% anorganische Salze im Zellsaft enthalten. Bei héheren Pflanzen, wo 
eine Isolierung des Zellsaftes nicht durchfiihrbar ist, mu auf Grund von 
Viskositatsmessungen auf einen wesentlich gréferen Gehalt an kolloiden 
Bestandteilen geschlossen werden. Weber (1921) und Pekarek (1930, 
1931) fanden bei Allium-Epidermiszellen eine doppelt so grofe Viskositat 
wie bei Wasser oder wiasserigen Lésungen vom Salzgehalt der Vakuolen. 
Durch Messungen der Fallgeschwindigkeit der Gipskristiallchen in den End- 
vakuolen von Closterium fand Frey (1926) eine relative Viskositat von 
2,5 (Wasser = 1). Das Extrem eines ausgesprochen kolloidreichen Zellsaftes 
finden wir in den Bliitenblattern der Boraginaceen, wo es sogar zu einer 
Gelatinierung der Zellsaftkolloide kommen kann. 

Im Gegensatz zum Zytoplasma ist der Zellsaft gekennzeichnet durch die 
Reaktionsbereitschaft seiner Kolloide, die als Sole strukturlos im Zellsaft 
verteilt sind. Die fiir Reaktionen in Frage kommenden Endgruppen sind 
hier nicht abgeschirmt wie im Zytoplasma. Die hohe Leitfahigkeit des Zell- 
saftes ist durch das Vorhandensein freier Ionen zu erklaren, wahrend der 
hohe Widerstand des Zytoplasmas auf das Gegenieil schliefen lift (F re y- 
W yssling 1938). Die bevorzugte Speicherung basischer Farbstoffe in den 
Vakuolen (Strugger 1940; Drawert 1940) muf zum Teil auf das Uber- 
wiegen saurer Endgruppen (Fettsiuren) zuriickzufiihren sein, die geringe 
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Speicherungsfahigkeit fiir saure Farbstoffe lat demnach auf relativ wenige 
basische Endgruppen schlieften. ' 

Wenn die Vakuolen ruhender Allium-Epidermiszellen bei dem hier ver- 
wendeten Versuchsmaterial oberhalb von pH 5,8 bis pH 6,5 nicht mehr zu 
einer Speicherung befahigt sind, obwohl bei einigen Fluorochromen im 
Aufenmedium noch permeationsfaihige Molekiile vorhanden sind, miissen 
die fiir eine Bindung in Frage kommenden Zellsaftkolloide jetzt nicht 
mehr elektropositiv aufgeladen sein. Der isoelektrische Punkt (IEP,,) die- 
ser Kolloide mufi oberhalb von pH 5,8 bis pH 6,5 iiberschritten sein, so daft 
sie jetzt elektronegativ aufgeladen und nur noch zu einer Speicherung von 
Farbkationen befahigt sind. So wird zum Beispiel Neutralrot und Akridin- 
orange von ahnlichem Zwiebelmaterial nur oberhalb von pH 6,5 bis 7,0 in 
den Vakuolen gespeichert (Strugger 1936, 1940; Drawert 1940). 

Die Mechanik des Aufnahme- und Speicherungsvorganges wire wie folgt 
denkbar: Sofern im Aufenmedium permeationsfahige Molekiile feindisper- 
ser sulfosaurer Fluorochrome vorhanden sind, was meist nur in den starker 
sauren Lésungen der Fall ist, kénnen diese innerhalb der hydroiden Phase 
langsam in die Zelle diffundieren. Das Diffusionsgleichgewicht ist erst nach 
langerer Versuchszeit zu erwarten. Teilt man die Vakuolen nach ihren In- 
haltstoffen in vorwiegend wasserige bis kolloide, fettsdurereiche und gerb- 
stoffhaltige ein, konnen nur die ersteren Sulfosdéuren speichern, sofern die 
elektrostatischen Verhaltnisse eine Bindung méglich machen. Basische Farb- 
stoffe kénnen dagegen von allen Typen gespeichert werden. 


Ist der Zellsaft vorwiegend wasserig und nur durch einen sehr geringen 
Kolloidgehalt ausgezeichnet, wird eine Speicherung kaum zu beobachten sein. 
Dieser Fall ist bei den Internodialzellen von Tolypellopsis gegeben und 
die negativen Ergebnisse Collanders und Virtanens finden darin 
ihre Erklarung. Die Vakuolen der Allium-Epidermiszellen miissen dagegen 
reicher an Zellkolloiden sein, so daft bereits ein fluoreszenzoptischer Nach- 
weis einer Speicherung méglich ist. Die Zellen der Leitbiindelscheiben von 
Bliiten- und Laubblattern haben so giinstige Verhaltnisse, da eine Speiche- 
rung auch im Hellfeld nachweisbar ist. Auffer dem Gehalt an Kolloiden 
ist natiirlich das Ma der elektropositiven Aufladung von entscheidender 
Bedeutung fiir die Intensitét der Farbung. 

Die von Collander und Holms trém (1937) beobachiete starkere 
Aufnahme von Sulfosdéuren bei Anwesenheit von Sauerstoff ware im Sinne 
der hier angenommenen Mechanik der Speicherung so zu erklaren, daf durch 
die Intensivierung der Atmungs- und Stoffwechselprozesse das Maf der 
elektropositiven Aufladung gréfer geworden sein diirfte. 

Wenn im Eiweifgeriist des Zytoplasmas und der Kerne eine Speicherung 
der relativ groBen Anionen der Sulfosaiurefarbstoffe nicht erfolgt, muf 
neben den Ladungsverhialtnissen der Eiweifkérper wahrscheinlich auch der 
sterische Aufbau des Plasma-Eiweifégeriistes eine Bindung nicht erméglichen. 
Erst wenn durch eine mehr oder weniger starke nekrotische Einwirkung 
von Elektrolyten eine raumliche Auflockerung und vielleicht auch eine La- 
dungsanderung erfolgt ist, kann es auch dort zu einer Speicherung von Sulfo- 
sduren kommen. 
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Weitere Untersuchungen sind geplant, die Aufnahme und Speicherung 
saurer und basischer Fluorochrome durch pflanzliche Zellen unter gesetz- 
maRig variierten Versuchsbedingungen experimentell zu erforschen, um die 
wahrscheinlichen Zusammenhinge zwischen Speicherung und Stoffwechsel- 
vorgangen analysieren zu kénnen. 


Zusammenfassung 

i. Die Analyse der intravitalen Aufnahme und Speicherung sulfosaurer 
Fluorochrome durch die lebenden oberen Epidermiszellen der Zwiebel- 
schuppenblatter von Allium Cepa ermdglichte es, die Frage, ob der pflanz- 
liche Protoplast physiologisch nicht ausgezeichneter Zellen fiir Sulfosiuren 
permeabel oder impermeabel ist, im ersteren Sinne zu entscheiden. 

Die feindispersen, durch eine hohe Nachweisempfindlichkeit ausgezeich- 
neten Pyrensulfosduren und Brillantsulfoflavin FF vermégen nur als Mole- 
kiile zu permeieren, waihrend fiir ihre Ionen die ,,hochgradige Imperme- 
abilitaét pflanzlicher Protoplasten“ bestatigt werden konnte. Deshalb tritt 
bei den bis in das stark saure Gebiet hinein dissoziierten sulfosauren Farb- 
stoffen die Permeabilitat als begrenzender Faktor einer vitalen Aufnahme 
und Speicherung in Erscheinung. 

2. Die im Vergleich zu basischen Farbstoffen gleicher Dispersitat sehr 
langsame Aufnahme von Sulfosduren hat ihre Ursache in erster Linie in 
der Struktur der Plasmagrenzschichten. Es wird ein heterogener Aufbau des 
Plasmalemmas aus einer lipoiden Phase (Phosphatide) und einer hydroiden 
(Eiweifkérper) angenommen. 

Die lipoidunléslichen Molekiile der Sulfosduren vermégen nur durch die 
Poren der hydroiden Eiweif’-Komponente im Sinne der Ruhlandschen 
Ultrafiltertheorie zu permeieren, die lipoidléslichen basischen Farbstoffe da- 
gegen aufferdem noch durch Diasolyse im Bereich der lipoiden Phase. 

3. Die Speicherung sulfosaurer Fluorochrome in lebenden Pflanzenzellen 
erfolgt durch Elektroadsorption sekundar dissoziierter Farbanionen an die 
nur unterhalb ihres isoelektrischen Punktes (IEP) positiv aufgeladenen 
Biokolloide des Zellsaftes (IEP,, bei Allium-Epidermiszellen bei pH 5.8 bis 
pH 6,5). Fiir die erst im neutralen bzw. schwach alkalischen pH-Bereich 
dissoziiert vorliegenden Sulfosdéuren ist darum die Speicherungsfahigkeit 
der Zelle der begrenzende Fakior einer Vitalfarbung. 

Die Méglichkit einer Léslichkeitsspeicherung durch Lipoide und einer 
chemischen Bindung durch besondere Inhaltsstoffe wird diskutiert und mu 
auf Grund der experimentellen Tatsachen abgelehnt werden. 

4, Fiir den optischen Nachweis der Aufnahme und Speicherung der Sulfo- 
sduren ist der jeweilige Gehalt des Zellsaftes an Biokolloiden und ihr La- 
dungszustand von ausschlaggebender Bedeutung. 

Die im Durchschnitt geringe Speicherungsfahigkeit der Zwiebelschuppen- 
epidermiszellen reicht nur fiir eine optisch nachweisbare Aufnahme vor 
Fluorochromen aus, nicht dagegen fiir die geringer nachweisempfindlicheren 
Diachrome. 

Die morphologisch sehr gleichartig erscheinenden Epidermiszellen ruhen- 
der Kiichenzwiebeln lassen betrachtliche Speicherungsunterschiede ihrer 


Vakuolen erkennen. 
r 
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5. Eine elektroadsorptive Bindung von Sulfosaéuren durch das kolloide 
Eiweiffsystem des Zytoplasmas und der Zellkerne ist in lebenden*Zellen 
vermutlich aus sterischen Griinden und auf Grund der elektrischen 
Ladungsverhialtnisse nicht méglich. 

Erst wenn in bereits nekrotisch veranderten Zellen eine Auflockerung 
des Plasma-Eiweifgeriistes erfolgt ist (z.B. durch intrameierende Elektro- 
lyte) kann auch eine geringe Speicherung sulfosaurer Farbanionen im 
Plasma und in den Kernen sekundar nachgewiesen werden. 

6. Die von verschiedenen Autoren beobachtete Nichtaufnahme sulfo- 
saurer Diachrome ist auf die ungeniigende Nachweisempfindlichkeit der 
Hellfeldanalyse, die Nichtberiicksichtigung der Dissoziationseigenschaften 
der untersuchten Farbstoffe und die Auswahl ungeeigneter Objekte mit aus- 
gesprochen kolloidarmem Zellsaft zuriickzufiihren. 
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The Surface Precipitation Reaction 
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By 
Robert L. Terry? 


(Zoological Laboratory, University of Pennsylvania) 


With 8 Text-Figures 
(Received August 6, 1949) 


Although the formation of a new boundary about the exuded proto- 
plasm of a torn or crushed cell is believed to be a general protoplasmic 
reaction, it has actually been observed in relatively few types of cells, due 
largely to limitations of technique. Heilbrunn (1927) termed this “the 
surface precipitation reaction ” (abbreviated s. p.r.) and showed that it was 
dependent on the presence of calcium ions in the external medium. For 
references to its description and significance see Heilbrunn (1928, 1943). 
The literature seems almost devoid of observations on vertebrate cells. 
Hensen (1861) crushed blood cells of the frog and one of his figures shows 
the formation of a new boundary about the exuded protoplasm. Seit- 
chik (1937) described the reaction in Amphiuma erythrocytes. Heil- 
brunn (1940), in studying the formation of a plug at the cut ends of 
isolated single muscle fibers of the adductor magnus of the frog, compared 
it to the s.p.r. The plug material increases at the expense of the intact 
protoplasm of the fiber. The rate of formation of plug material is increased 
in the presence of added calcium. There is, however, one important 
difference which has not been experimentally resolved. If the fiber is 
placed in oxalate or citrate solutions, which remove nearly all the free 
calcium from the external medium, the reaction is not prevented. 

Types of cells suitable for the study of the reaction must possess certain 
characteristics. One should be able to obtain single cells free of the 
breakdown products of other cells. They should be large enough to 
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be crushed or torn easily. Size is also important in following single 
cells through various solutions. It is particularly advantageous to have 
relatively clear, undifferentiated cells in order that accompanying reactions 
in the interior of the cytoplasmic mass can be observed. 


The purpose of this paper is to report the use of the young odcyte of 
the frog for the study of the s.p.r. and to record some new observations 
which have been made on this material. 


This work was carried out under the direction of Dr. L. V. Heil- 


brunn. It is a pleasure to express my thanks for his interest and criticism 
during its progress. 


Material and Methods 


Eggs of Rana pipiens Schreber were used almost exclusively for this study. 
A few observations were made on eggs of Rana clamitans Latreille but these 
were: all confirmed on Rana pipiens Schreber. The following procedure was used 
in obtaining the eggs. An adult female frog was pithed and the abdominal cavity 
opened. If the prominent blood vessels in the abdominal wall are avoided, there 
is relatively little contamination with blood. The ovaries were removed entire by 
cutting through the mesovarium and placed in Ringer’s frog solution (100 gm. H,O, 
0.65 gm. NaCL, 0.014 gm. KCL, 0.012 gm. CaCl, 0.02 gm. NaHCO;, and 
0.001 gm. NaH,PO,). Buffered or unbuffered Ringer solutions were found to be 
equally satisfactory for this work. The unbuffered Ringer lacks NaHCO, and 
NaH,PO,. In winter frogs, the ovaries are quiter large and distended with the 
pigmented odcytes which are ovulated and complete their maturation in the spring. 
Scattered among these are the small, transparent, unpigmented odcytes which are 
the principal subject of this study. The odcytes selected were approximately 
150-275 microns in diameter. The cytoplasmic ground substance of cells of this 
size appears relatively homogeneous under the low power objective of the 
microscope with, generally, a few clumps of yolk material located toward the 
periphery.’ The ovaries of frogs obtained during the summer, or after ovulation, 
appear as small, light-colored hollow sacs and consist almost entirely of young 
odcytes. 

Small pieces of ovary were snipped off with scissors, washed in Ringer’s fluid, 
and placed in Ringer’s fluid under a binocular microscope. A 3% by 4 inch lantern 
slide cover glass ringed with a */s inch wall of paraffin was found to be a con- 
venient container for this preparation. The small odcytes were dissected out of 
the ovarian mass with a pair of No. 10 sewing needles supported in needle holders. 

Removal of the odcyte from the follicular membrane is a more difficult proce- 
dure and, in most cases, this was not done. Parallel studies showed no effect of 
the follicle on the s. p.r. In uninjured eggs, the break in the follicle nearly always 
coincided with the break in the egg, with regard to both time and location of the 
break. In most cases, groups of three or four eggs were dissected out in a mass 
connected by ovarian tissue. Using this technique, the s. p.r. could be observed in 
several eggs in a single preparation. In general, the break in the egg occurred on 
the side opposite the ovarian connection and there was no indication that the 
presence of other eggs or egg exudates had any effect on the reaction in any 
one egg. 

If the young odcytes are injured during the dissection or if they are left in 
Ringer’s solution for too long a period before use, the cytoplasm of the apparently 
intact egg becomes noticeably more granular and appears darker than that of a 
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normal egg. This granulation and darkening serves as a control on the condition 
of the egg. 

To determine the presence or absence of an s.p.r., the eggs were washed in 
the desired solution, placed on a microscope slide in two or three drops of the 
solution and a cover slip was placed on top. This preparation was placed under 
the low power objective of the compound microscope. The excess of solution was 
drawn from under the cover slip with a small piece of filter paper and the eggs 
allowed to be broken by the weight of the cover slip. Occasionally, slight pressure 
with a needle on the cover slip was necessary in order to break the eggs. In some 
cases, eggs were placed on a slide without a cover slip and torn by means of a 
fairly stout glass microneedle held in the hand. The observations reported re- 
present the results obtained from crushing a minimum of fifty eggs. 

Preparations of yolk platelets were made as follows. Entire ovaries containing 
large, pigmented eggs were washed in 0.05 molar sodium citrate to bind any 
calcium ions present in the external medium. The ovaries were then placed in a 
Waring Blendor with some of the citrate solution, about 50 ml. of solution for two 
ovaries, until the suspension appeared fairly uniform. This suspension was filtered 
through a loose layer of glass wool to remove any ovarian and egg fragments, and 
the filter was then washed two or three times with 25 ml. portions of sodium 
citrate solution. The filtrate was either placed in a cylinder and allowed to settle 
by gravity or centrifuged very lightly (about 300 r. p.m. for three minutes in an 
International, Size I, centrifuge). By either method, the yolk platelets settled quite 
rapidly as a cream to yellow colored layer on the bottom of the container. Too 
vigorous centrifugation must be avoided, as the platelets tend to pack very tightly 
and are difficult to resuspend. The supernatant fluid was poured or drawn off, 
the granules were resuspended in 0.05 molar sodium citrate and again centrifuged 
or allowed to settle. The resuspension was repeated and microscopic examination 
showed that this gave a fairly pure preparation of yolk platelets with very few 
of the smaller pigment granules. 

Extracts of heat killed tissue were prepared according to the procedure used 
by Heilbrunn, Harris, Le Fevre, Wilson and Woodward (1946). 
A weighed amount of minced frog muscle (fifty grams is convenient) was extracted 
with twice the weight of distilled water plus one ml. of 0.8 molar CaCl, or KCl 
per 100 ml. of water for six hours at a temperature of 40-45°C. This was then 
filtered and the filtrate quickly brought to a boil and again filtered. The filtrate 
was evaporated to dryness and the residue dissolved in 25 ml. of absolute methy] 
alcohol per 50 gm. of original tissue. This was filtered and the filtrate evaporated 
to dryness. The residue was dissolved in a sufficient amount of distilled water so 
that one ml. of the final solution contained the extracted material from 5 gm. of 
original tissue. The freezing point of this solution was determined with a Beck- 
mann thermometer. 

The salt solutions used were made up from Merck “ Reagent Grade ” Chemicals. 
Hydrogen ion determinations were made using a Beckman pH Meter. 


Observations 

The first group of observations reported below have been made on the 
young, transparent frog odcytes. 

If a young frog odcyte is broken in a solution of CaCl, isotonic with 
frog Ringer, the protoplasm begins to flow out of the egg but this flow 
ceases very quickly and a limiting boundary is formed about the exudate 
(Fig. 1). The protoplasm at the boundary appears darker and more 
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granular than that in the egg interior. This darkening gradually proceeds 
further into the exudate until the entire exudate is darker and more 
granular than the material left within the ovum. After a short period, 
depending on the extent of the injury at the egg surface, the cytoplasm 
within the egg becomes darker and 
more granular. If the calcium ion is 
bound by isotonic sodium citrate 
(0.071 molar) or sodium oxalate 
(0.086 molar), the s. p. r. does not oc- 
cur (Fig. 2). 

When the isotonic CaCl, solution 
is diluted with calcium-free Ringer, 
the limiting boundary of eggs 
broken in the dilution gradually 
becomes less well defined until a 
calcium concentration is reached in 
which there is complete dispersion. 
Because the transitions are gradual, 
it was impossible to determine, 
within close limits, a limiting cal- 
cium concentration just strong 
enough to produce a definite s. p.r. 
Observations on at least 200 odcytes Fig. 1. Young odcyte broken in isotonic 
indicated that the limiting concen- calcium chloride. The exudate is to- 
tration was a solution between 0.01 Ward the left of the figure. Note the 
and 0.03 molar in calcium ion. germinal vesicle in the exudate with 
the coagulated mass in the center. The 
round, clear object above and to the 
right of the broken odcyte is a smaller 

odcyte. Magnification: 70X 





Eggs broken in BaCl, and SrCl, 
solutions also show an s.p.r. The 
minimum concentration of both ions 
was found to lie in the same range 
as that of calcium ion (i.e. 0.01—0.03 molar). The magnesium ion is not as 
effective as these other three divalent cations. One-tenth molar MgCl, 
causes the exuded protoplasm to form a rather loose coagulum with a very 
poorly defined boundary. 

Heilbrunn (1928) found that high concentrations of calcium pre- 
vented the s.p.r. in the Arbacia egg. An inhibition of this type is also 
present in the frog ojcyte although it is difficult to determine because it 
occurs in the hypertonic range. The eggs must be tested immediately after 
being placed in the solution, before osmotic shrinkage and the consequent 
internal gelation set in. The boundary formed in 0.2 molar CaCl, is very 
much less distinct than that in isotonic solutions (0.08 molar). The boundary 
is visible though faint in concentrations of CaCl, up to 1.0 molar. The 
darkening of the protoplasm of the exudate is also less pronounced in 
hypertonic CaCl, solutions. 

When odcytes in Ringer’s fluid are centrifuged in an International, 
Size I, centrifuge at 3000 r. p.m. (approximately 2500 gravity) for one 
hour, the visible particulate components within the egg are separated from 
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the hyaline cytoplasm. If the centrifuged odcytes are then broken in iso- 
tonic CaCl,, the s. p.r. and darkening occur in all cells independent of the 
location of the break. 
Acids can affect the s.p.r. The effects of various acids were found to 
depend on the nature of the acid used. In conducting these experiments, 
the eggs were first washed in iso- 
tonic sodium citrate to remove any 
Peat ee calcium ions present in the medium. 
page Te The acids used were made up in con- 
centrations of 0.1 molar and dilutions 
were made with calcium-free, un- 
buffered Ringer’s fluid. The experi- 
ments were repeated many times. 
Eggs broken in HCl, at hydrogen 
ion concentrations fk “low pH 2.6-3.0, 
show a very sharp limiting boundary. 
There is an extremely pronounced 
wave of darkening, commencing at 
the periphery of the exovate and pro- 
a ata, ceeding centrally toward the site of 
the egg break over the course of five 
to twenty seconds, the rate depend- 
. ing on the pH, with the shorter time 
in solutions of lower pH. Following 
Fig. 2. Young odcyte broken in isotonic this darkening wave in the exudate 
sodium citrate. The exudate is toward in HCl, the exudate tends to clear. 
the top ‘of the figure. The kidney-  [p solutions with a pH below 2, the 
shaped object is the exuded germinal 
vesicle containing the nucleoli. 
Magnification: 70X. 





clearing occurs very shortly after the 
darkening wave has passed. The im- 
pression given is that of a dark band 
moving through the exudate (Fig. 3). 
The boundary formed on the exudate by strong acids is much sharper than 
that formed by calcium. It appears as a distinct line surrounding the ex- 
udate. In calcium solutions (Fig. 1), it appears more as a coagulated layer 
of granular protoplasm. The protoplasm of the exudate of acid treated 
cells appears under low power as a hyaline mass with a slight brownish 
tint. That of calcium treated cells appears coarsely granular and much 
darker. The acid picture given by HCl is also given by oxalic acid and 
citric acid. 

If this darkening reaction is taken as an indication of entrance, strong 
acids apparently do not enter the intact odcyte. When entrance does occur, 
it seems to occur at a point where the egg membrane is injured. The first 
evidence of injury appears as a dark area at any point on the egg peri- 
phery and this spreads as a wave through the cell in the same manner as 
the acid reaction in the exudate. 

Eggs broken in solutions of acetic acid of pH approximately 4 (3.8—4.2) 
also show an s.p.r. Darkening occurs but without the pronounced wave 
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front which is seen in strong acids. The exudate appears as a dark, 
granular mass which, after a time, gradually becomes lighter. Acetic acid 
at this pH seems to enter the cell fairly rapidly. The intact egg gradually 
darkens from the periphery inward. 

There is no evidence that entrance 

occurs at an injured point on the me 

periphery as appears to happen when 

eggs are placed in strong acids. 

The effects of buffer solutions very ee 
closely resemble those of weak acids. 
In 0.4 molar citric acid-disodium 
phosphate mixtures or acetic acid- 
sodium acetate mixtures below 
pH 5.2-5.6, the exudate shows an 
s.p.r. and gradual darkening from 
the periphery inward. Eggs broken in 
glycine-HCl mixture below pH 3.8-4.2 
show an s.p.r. and darkening. : 





In solutions of high pH, there is 
no new boundary formed on broken 
eggs. This is true of eggs immersed 
in glycine-NaOH mixtures up to 
pH 11.5, 0.4 molar NaOH, and in 
0.1 molar KCN. Alkaline solutions 
seem to have a liquefying action on : : 
the egg protoplasm. When the cell is Fig. 3. Young odcyte broken in 


: é asi 0.1 molar hydrochloric acid. The 
broken in solutions of high pH, the aii. 
: : é exudate is toward the right of the 
entire contents pour out, while in ; 
figure. Both the darkening and 


Ringer's fluid the major part of the clearing waves are visible in the 
exudate. The germinal vesicle shows 
very indistinctly within the broken 

Eggs broken in mixtures of one part egg. Magnification: 80X 
glycine-NaOH buffer to one part 
of 0.14 molar CaCl, show an s.p.r. and darkening of the exudate in pH’s 
of buffer as high as 11.5. Mixtures of one part 0.1 molar CaCl, to one part 
0.1 molar KCN also give an s. p.r. and darkening of the exudate. The pH 
of these mixtures was about 10. 

Heilbrunn and others (1946) reported that extracts of many heat 
killed tissues of both vertebrates and invertebrates gave an s.p.r. in the 
Arbacia egg. These workers found that muscle extracts were among the 
most potent. The activity of thirteen different preparations of heat killed 
frog muscle, prepared according to their method. was investigated in re- 
lation to production of an s.p.r. in the frog odcyte. In each of the ex- 


exovate is from the inner cytoplasmic 
layer. 


periments given below, results are based on observation of at least fifty 
odcytes. The freezing points of these extracts varied about a value of 

1.5° C. When the extracts were diluted with distilled water to a con- 
centration isosmotic with 0.1 molar NaCl, as calculated from freezing point 
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data, eggs crushed in the solutions showed an s.p.r. with a pronounced 
darkening of the exuded protoplasm. Further dilution of these 0.1 molar 
extract preparations with calcium-free, unbuffered Ringer’s fluid showed 
that the potency varied. One preparation diluted with nine parts of Rin- 
ger’s fluid still caused an s. p.r. and darkening, another gave no s. p. r. when 
diluted with one-half part of Ringer. Addition of one part of isotonic 
sodium oxalate or sodium citrate to 
one part of 0.1 molar extract showed 
no change in the reaction other than 
that which could be attributed to 
dilution in the less potent extracts. 





In two experiments, 1 molar 
sodium citrate was substituted for 
CaCle or KCl in the extraction 
medium. These had freezing points 
of — 0.41 and —0.24°C. Eggs broken 
‘ in these extracts showed no evidence 

of an s. p.r. 

aie In two other experiments, whole 
frogs were heat killed by exposure to 
moist heat at 45°C. for four hours. 
The muscle was siripped off and ex- 
tracted in the CaCl: medium for 
18 hours in the refrigerator with the 
rest of the procedure as given above. 
These preparations showed no dif- 
ferences from those of the heat 
extracted muscle in CaCl: medium. 





Fig. 4. Surface of the exudate of a All the extracts mentioned above 
pigmented odcyte broken in isotonic which caused an s.p.r. in the frog 
sodium citrate. Magnification: 80. egg had a hydrogen ion concentration 

of pH 48 to 5.4 in the five gm. per 
ml. solutions. If 0.1 molar NaOH, 0.1 molar KH,PO,—-Na,HPO, buffer 
mixtures or 0.1 molar acetic acid-sodium acetate buffer mixtures were 
added to these solutions, no s.p.r. took place when the pH was above 
5.65.8. 


The preceding observations have all been made on the young trans- 
parent odcytes. While the large, pigmented oicytes do not always give a 
well defined s. p.r., the exuded protoplasm exhibits a characteristic change 
in appearance in the presence of excess calcium ions in the medium. If 
one of these pigmented odcytes is broken in the presence of isotonic sodium 
citrate or sodium oxalate, there is an abrupt outflow of cytoplasm which 
ceases when pressure is released. The exudate appears to be a rather 
viscous mass packed with large and small granules. This mass seems at 
first to have a well defined boundary, but soon the granules are dispersed 
into the medium (Fig. 4). The smaller, pigment granules are dispersed 
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most rapidly but the large, yolk granules, the yolk platelets of 
Holifreter (1946), are also seen to move out from the original boundary 
of the exudate. 

If pigmented oécytes are broken in isotonic CaCl,, a persistent sharp 
boundary is sometimes formed about the exudate (Fig. 5). If these pre- 
parations are allowed to stand for an hour or two, taking precautions 
against evaporation of the medium, fluid from the exudate collects in many 
transparent droplets of varying sizes at the exudate surface (Fig. 6). At 
other times, although a sharp boundary appears at first to be present, it 
gradually becomes evident that dispersal of granules is taking place. How- 
ever, as the movement away from the main mass commences, all the 
granules in this area are seen to be small, pigment granules and there is no 
diffusion of yolk platelets. If a glass 
needle is inserted into the exudate 
and rapidly moved, pulling the 
exuded mass apart and exposing the 
yolk platelets to the external medium, 
the yolk platelets immediately dis- 
appear, leaving only the small 
granules visible in the exposed area. 

In order to examine further the 
properties of the yolk platelets, sus- 
pensions were made in 0.05 molar 
sodium citrate, using the procedure 
described above. A drop of the pla- 
telet suspension was placed on a slide 





and covered by a cover slip. A drop 
of 0.1 molar CaCle was placed at the 
edge of the cover and the preparation Fig. 5. Surface of the exudate of a 
examined under the microscope. As Pigmented odcyte broken in isotonic 
the CaCl moved under the cover Calcium diloride. Magnification: 80x. 
and into the platelet suspension, the 

platelets broke up in a characteristic fashion (Figs. 7 and 8). Each elongated 
along its short axis and split into a series of rod-like structures perpend- 
icular to the short axis. These rods then rapidly dissolved in the medium. 
This behavior was also shown when a drop or two of the platelet sus- 
pension was added to two ml. of 0.1 molar CaCl, contained in a 12 X75 mm. 
(Kahn) tube. The platelets would immediately dissolve in the solution. 
Using this last method, and taking as the endpoint the lowest concentration 
in which the turbidity was visibly decreased, the effects of various con- 
centrations of CaCl, were investigated. CaCl, solutions were made by 
diluting isotonic CaCl, with calcium-free Ringer’s fluid. The platelets 
broke down immediately in solutions stronger than 0.03 molar. In 
0.02 molar there was some turbidity which disappeared in 30 to 60 seconds. 
In 0.01 molar CaCl, there was no breakdown of the platelets and no 
change in appearance. Hypertonic solutions were prepared by diluting 
molar CaCl, with distilled water. In solutions of 0.4 to 1.0 molar CaCl, 
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there was no marked disappearance of the platelets. In 0.3 molar CaCl, 
some of the platelets broke down. In 0.2 molar or below there was com- 
plete breakdown of the platelets. The platelets present in hypertonic 
CaCl, solutions differed in appearance from those in sodium citrate. They 
appeared swollen and the peripheries were much less refractile. When 
these suspensions of swollen granules were centrifuged and the supernatant 
fluid poured off and replaced with isotonic CaCl, they did not break down. 

Solutions of BaCl, gave results almost identical with CaCl,. The 
platelets swelled in concentrations between molar and 0.4 molar, there was 
complete breakdown in solutions from 
0.2 molar down to 0.04 molar, and no 
change in solutions 0.02 molar or less in 
BaCle. In solutions of SrCle or MgCl, 
there was a marked difference in effect. 
There was complete breakdown of 
platelets in all solutions from molar 
down to 0.04 molar in both cases. 

Hypertonic solutions of the mon- 
avalent cations also caused the platelets 
to break down. In none of these was 
there any evidence of swollen granules 
in concentrations up to 1 molar. The 
lower limits of breakdown for the salts 
used were: sodium acetate, 0.5 molar; 
NaNOs, NaCl, KCl, and NH,Cl, 0.4 
molar; Na2SO., 0.2 molar; sodium 
citrate, 0.1 molar. 

Breakdown occurs in acid solutions 
below pH 5.2. The acids used were 
hydrochloric, oxalic, citric, and acetic. 
Platelets immersed in 0.1 molar acetic 
Fig.6. Same view as Fig.5. About acid-sodium acetate or KH2PO, 

2 hours after breaking. NazHPO, buffer mixtures broke when 

Magnification: 80X. the pH was below 5.2. Platelets 

immersed in alkaline solutions broke 

when the pH was above 9.4. The solutions used were NaOH, KCN and 
NaOH-—HsBOs buffer mixtures. 

When platelets are washed in 0.1 molar HgCl, and then immersed in 
0.1 molar CaCl,, there is no breakdown. This protective action was present 
in concentrations of HgCl, down to 0.001 molar. 

Heating the platelets in 0.05 molar sodium citrate for one minute at 
40° C. caused them to break down. A firm pressure on the cover slip over 
a platelet suspension also caused a great many of them to break. 





Discussion 


Heilbrunn (1928, 1943) has suggested that the s.p.r. is a general 
protoplasmic reaction which occurs in the presence of free calcium ions in 
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the cellular environment. When the cut surface of a cell is exposed to 
calcium ions, there is an interaction between the calcium and some com- 
ponent of the cell substance which leads to a gelation of the surface of the 
exposed protoplasmic mass. In the case of the Arbacia egg, there is 
circumstantial evidence that the cytoplasmic component in this interaction 
is a granule fraction. When these eggs are broken in calcium the pigment 
granules in the exudate break down as the s. p.r. is taking place. Harris 
(1943) isolated the pigment granules of Arbacia by breaking the eggs in 
calcium free media. He found that on the addition of calcium these 
granules coalesce and lose their pigment. 
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Fig. 7. Preparation of yolk platelets. Fig. 8. Higher power view of yolk 
Calcium is moving into the _ pre- platelets. Calcium is moving into the 
paration from the lower left. preparation from the lower left. 
Magnification: 80X. Magnification: 350X. 


The breakdown of visible granules may not be causally associated with 
the s.p.r. Costello (1932) studied the s.p.r. in ova of several marine 
invertebrates of different phyla. He found that in some of the eggs studied 
(Arbacia, Asterias, Echinarachnius, Cerebratulus, Nereis) granular break- 
down was seen in the exudate. In others (Gonionemus, Phascolosoma, 
Amphitrite, Hydroides, Chaetopterus, Cumingia, Mytilus, Chaetopleura, 
Podarke) the granules in the exudate apparently remained intact. 

In the young odcyte of the frog, it seems certain that, in the presence 
of calcium, a reaction occurs at the surface of the exposed cytoplasmic 
mass which is comparable with descriptions of the s. p.r. in other animal 
cells (Fig. 1). The concentration of calcium necessary to give the reaction 
in the frog odcyte (0.01 molar gives a barely perceptible reaction) is some- 
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what higher than the concentrations which have been reported for other 
cells. Costello (1932) found definite reactions in 14 marine egg cells in 
sea water (approximately 0.01 molar in calcium). Heilbrunn (1934) 
reported positive results in Arbacia in a calcium concentration of 3X 10—+ 
molar. This difference in the concentration of calcium necessary may be 
due to the presence of a larger amount of relatively inactive components 
in the cytoplasm which may mask or inhibit the reaction. Costello 
(1932) found no reaction in the cytoplasm of the eggs of Crepidula or 
Tethyum (Styela) when broken in sea water. He concludes that if an 
s. p.r. occurs in these eggs it is masked by the behavior of the yolk granules. 

In the older frog eggs, containing pigment granules and a large con- 
centration of yolk platelets, the granular material does at times mask the 
limiting surface of the exudate, if one is formed. Certainly there is a 
difference in reaction of the exudate mass depending on the presence or 
absence of calcium. If dispersal of cytoplasmic granules takes place in the 
presence of calcium, only the small granules are moved away from the 
mass. These are probably the pigment granules. There is a second fraction 
of small granules present in the intact egg, which Holtfreter (1946) 
has termed “lipochondria”. According to him, the lipochondria break 
down in the same concentrations of calcium as the yolk platelets and thus 
would be absent in the diffusing material. 

Holtfreter (1943) observed pigmented frog eggs after puncturing 
and found that the consistency of the exposed cytoplasm depended on the 
constitution of the medium. Monovalent cations produced dispersion and 
complete dissolution which was counteracted by the binding and solidifying 
action of calcium. Although Holtfreter apparently does not so inter- 
pret it, this binding action is probably a manifestation of what Heil- 
brunn calls the surface precipitation reaction. The evidence for this will 
be brought out later. 

The observations on yolk platelets reported here agree, in general, with 
those of Holtfreter (1946). He does not report any evidence of intact. 
swollen granules in high concentrations of divalent salis. This may be due to 
the effect of the extracting medium. Holtfreter used several extracting 
media but citrate solutions were not included in his work. The difference 
may be due to developmental stage. Holtfreter used platelets from 
crushed neurula cells of frog embryos for the observations of cation effects. 
However, he does report that acids and alkalies had the same effects on 
platelets from eggs or embryos. Holtfreter’s minimum concentrations 
for platelet breakdown (less than 0.125 molar Na or KCI, 0.008 molar CaCl,, 
0.004 molar MgCl.) are somewhat lower than those reported here. He used 
as his endpoint the lowest concentration which gave any microscopically 
visible breakdown. The endpoint used in the present work was the lowesi 
concentration which gave a change in turbidity noticeable to the eye. In 
addition, Holtfreter found that preliminary scaking in lower con- 
centrations of calcium or magnesium protected the platelets when immersed 
in strong KOH solutions. Holt freter believes that each stage of swelling 
and liquefaction corresponds to a definite degree of ionization of the yolk 
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substance. The salt effects, he thinks, may be partially due to hydrolysis 
and lowering of the pH as well as specific effects of the metal cations. 

It is difficult to distinguish effects on the surface of the platelet from 
effects on the interior. The characteristic manner of breakdown in calcium 
indicates a definite orientation of the substance of the platelet interior 
which is disorganized by the entering salt. The effect of HgCl, seems more 
likely to involve a coagulation of the surface of the platelet. A complete 
analysis of the platelet reactions must include analyses of both effects and 
their relations. 

The question of whether a correlation exists between granule break- 
down and the s. p. r. in the frog odcyte has not been solved. Except for the 
reaction to alkaline solutions, the platelets of the large odcytes break 
down under the same conditions which cause the production of an s. p.r. 
In the young odcytes, however, where a limiting boundary is clearly shown 
in the s.p.r., there is no visible granule breakdown. If a causal relation- 
ship is present, there may be a breakdown of smaller components in the 
young odcyte which are not visible with the ordinary microscope. 

Heilbrunn (1928, 1943) has pointed out that in addition to purely 
surface effects of added calcium which give the surface precipitation reaction 
in the restricted sense, there are effects on the cytoplasmic interior which 
vary with the degree of injury to the cell when crushed. In the Arbacia 
egg, there is a progressive gelation of the protoplasmic mass which is of a 
wider extent as the egg is broken more violently or as the calcium con- 
centration is increased, within limits. There is an increased area of 
pigment granule breakdown and a vacuolization of the interior cytoplasm. 
These reactions are believed by Heilbrunn to be due to an internal 
surface precipitation reaction. This picture is also given by the intact egg 
when it is subjected to any of a number of agents which stimulate the cell 
and which, in excess, eause injury. Heilbrunn has suggested that in 
the normal, intact cell the calcium present is mainly bound near the sur- 
face as a calcium lipo-proteinate complex. The action of stimulating 
agents is to remove calcium from this binding. The free calcium then 
diffuses into the cell interior and causes a vacuolization and gelation. For 
a discussion and references to the evidence for the calcium release theory, 
Heilbrunn (1943) may be consulted. 

It has been pointed out that a progressive darkening takes place from 
the periphery inward in the exuded cytoplasmic mass formed when the 
young frog odcyte is broken in the presence of calcium. Mere observation 
is not a reliable determination of viscosity change but this dark mass 
behaves in comparison with the initial cytoplasmic outburst as though it 
were a gel. The darkening appears to be an aggregation of cytoplasmic 
particles, too small to be definitely recognized, into larger, visible particles. 
It is also possible that this darkening may be due to refraction from the 
walls of many tiny vacuoles. It may be comparable to the reaction which 
Loeb (1906) observed in Arbacia eggs placed in strong hypertonic solutions 
and which he termed “ dark cytolysis ”. 

Now it appears evident that the binding action which Holtfreter 
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(1943) observed in the presence of divalent cations is a type of internal 
surface precipitation reaction. A point in favor of this interpretation is 
that Holtfreter found magnesium ion to be much less effective than 
calcium ion. This difference in action of magnesium and calcium has been 
emphasized by Heilbrunn and his group (see Heilbrunn, 1943, for 
references) and Heilbrunn has suggested a theory of magnesium anes- 
thesia based on the difference. 

The effects of pH on the production of the s.p.r. in the young frog 
odcyte are more difficult to interpret. One of the difficulties is that the 
pH of the medium gives no indication of the pH inside of the cell. 
Jacobs (1920) presented a case in which an alkaline solution outside the 
cell increased the acidity inside the cell when it entered. 

The effects of weak acids and buffer mixtures at acidic pH’s resemble 
those of calcium. The darkening is more pronounced in these solutions 
and spreads more rapidly throughout the egg. Also, the cytoplasm tends 
to clear up again. The appearance of the exudate boundary is the same 
as that in calcium. 

In strong acids the difference is much more marked (compare figs. 1 
and 3). The structure at the surface of the exudate bears a greater 
resemblance to a definite membrane, both the darkening and the clearing 
proceed more rapidly in strong acids. The darkening seems to be more 
definitely of a granular nature in this reaction. The coloration is more of 
a brownish black as opposed to a greyish darkening in the presence of 
calcium. 

It may be that the reaction in strong acids is not comparable to that 
in calcium. The surface film may be of an entirely different character. 
Various authors have described the appearance of granules in protoplasm 
following treatment with acids (see K |e mm, 1895; Le wis, 1923). Lewis 
studied connective tissue cells from chick embryos, grown in tissue culture. 
These normally do not possess any visible granules. She found, on the basis 
of morphological evidence (granule formation), that coagulation of the 
nucleus occurred at pH 4.6 in all the following acids: sulphuric, hydro- 
chloric, nitric, acetic, lactic, citric, oxalic, and picric. Heilbrunn (1928) 
points out that it is surprising that all these acids produce an effect at the 
same pH, for the concentrations of the acids and their diffusion rates must 
differ enormously. Lewis used solutions of the acids mentioned with pH’s 
as low as 3.8. She does not say whether there was any increase in effect 
or whether any solution of granules took place with lowered pH. 

It is interesting to note that Heilbrunn’s (1940) photographs of plug 
formation in the frog single muscle fiber indicate a darkening of the plug 
material in comparison with the intact portion of the fiber. Woodward 
(1948) has observed that in the presence of strong acids the plug darkens 
and then partially clears. He finds that at pH 2 or below the clearing 
wave follows the darkening wave very closely. Costello (1932) states 
in his discussion of the s.p.r. in shed eggs of Chaetopleura in sea water 
that “the spherules of the exudate budded off appear slightly darker than 
the normal protoplasm of the egg.” 
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The observations on the effects of heat extracts of tissue on the s. p.r. 
in the frog odcyte do not entirely agree with those of Heilbrunn and 
others (1946) on Arbacia eggs. These authors reported that extracts of 
minced tissues extracted at 45° C. or tissue extracts from animals which 
had been heat killed at 45° C. produced, when injected into normal 
animals, a death which gave the characteristic picture of shock. They also 
found that these extracts produced an s.p.r. and gelation of crushed 
Arbacia eggs. They believe these effects are due to a specific toxic sub- 
stance or substances present in normal tissue but released in larger amounts 
from heat killed tissue. Their experiments showed that the substance(s) is 
readily dialyzable, not, in general, destroyed by boiling, but destroyed 
by vigorous ashing, and soluble in absolute methyl or ethyl alcohol. They 
concluded that the toxic factor(s) in their experiments was a diffusible 
(non-protein) substance and was organic rather than inorganic in nature. 
Referring to the work of Pen, Campbell, and Manery (1944) Heil- 
brunn’s group concludes that part of the effects they observed might 
have been due to the potassium undoubtedly present in the extracts but 
present evidence to show that the whole effect was not due to potassium. 

In production of the s. p.r. in the crushed frog odcyte, the effect of the 
extracts was found to vary with the pH. If the pH of the extract was 
greater than 5.6—5.8 no s.p.r. took place. Heilbrunn and others (1946) 
found that extracts of frog muscle gave an s. p.r. in crushed Arbacia eggs 
at a pH of 6.15 or even higher. Their data show that as the extracts are 
concentrated the pH is lowered. In the 1946 paper, Heilbrunn con- 
cluded that “The effect is not due to the pH of the solutions; at any rate, 
ordinary mineral acids at pH 5 have no marked effect on the protoplasmic 
viscosity of Arbacia eggs, even after the eggs have been exposed to such 
solutions for an hour.” Actually, the substance involved may well be a 
weak organic acid. Lewis (1923), in connection with the work which has 
previously been mentioned, also says that one of the most effective acids 
in bringing about the gelation of living cells was that obtained from sterile 
dead tissue which had stood for 20 hours in Locke-Lewis solution. The 
gelation produced could be reversed by washing off the solution. If the 
solution was not washed off, the cells died. She suggests that part of the 
toxic nature of crushed or burned tissues may be due to this factor. 


Summary 


1. The observation of a surface precipitation reaction (s. p.r.) in young 
odcytes of the frog is reported. These cells are advantageous because of 
their size (approximately 150-275 microns in diameter), the ease of iso- 
lation, and the availability of the material throughout the year. When 
an odcyte is broken in the presence of calcium ions, an s. p.r. takes place 
accompanied by a progressive darkening of the exuded portion from the 
periphery inward. There is no visible granule breakdown during the course 
of the reaction. Effects of other cations are described. 

2. Ans.p.r. also occurs in young odcytes when the pH of the medium 
is lowered below a value which varies with the particular acid used. In 
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strong acids, the reaction shows marked differences from that in calcium 
which may indicate a fundamental difference in mechanism. 

3. The effects of extracts of heat killed frog muscle show a marked 
variance with pH. Possibly the active component in these extracts is a 
weak organic acid. 

4. Similarities are pointed out in the cytoplasmic reactions of the s. p. r. 
in the crushed odcyte and in the frog single muscle fiber during plug for- 
mation. 

5. Exudates of pigmented frog eggs show changes in appearance in the 
presence or absence of calcium which can probably be interpreted as an 
s.p.r. Isolation and examination of the yolk platelets of these eggs has 
shown that they break down in the presence of calcium and in acid and 
alkaline solutions, as Holtfreter (1946) has reported. Very likely, this 
breakdown is involved in the reaction of the exudate of the pigmented egg. 
It may indicate that, in the young odcytes, there is a breakdown of smaller 
components which are not visible with the microscope. 
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Uber die Struktur und den molekularen Bau 
der lebenden Materie 


Von 


W. W. Lepeschkin 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Wien) 
Mit 19 Textabbildungen 
(Eingelangt am 17. Juli 1944) 


1. Einleitung und kolloidchemische Nomenklatur 


Unter der Struktur des Protoplasmas und anderer Arten der lebenden 
Materie wird gewohnlich ihre morphologische Struktur verstanden, d. h. die 
Anwesenheit bestimmter mikroskopisch sichtbarer Formenelemente und 
Gebilde in ihnen, die nach ihren Entdeckern eine grofe Rolle fiir die physio- 
logischen Vorginge der Zellen spielen sollen. Man suchte vor allem im Proto- 
plasma ein festes Geriist festzustellen, weil man nicht glauben wollte, daf 
sich die komplizierten Lebensvorgange in einer vollkommen fliissigen Ma- 
schine abspielen kénnen. Die Existenz einer fliissigen lebenden Materie 
schien auch manchen unter den ersten Erforschern des Protoplasmas nicht 
wahrscheinlich zu sein. Daf aber die im aktiven Zustande befindliche lebende 
Materie in ihrer Hauptmasse fliissig sein kann, zeigten die Beobachtungen 
zahlreicher Naturforscher. Die betreffende Literatur ist in meiner Kolloid- 
chemie des Protoplasmas nachzusehen, wo auch die Tatsachen angefiihrit 
werden, die zum Schlusse veranlassen, da die Konsistenz der lebenden 
Materie im allgemeinen veranderlich ist, und dai diese Veranderlichkeit nur 
durch kolloidchemische Vorgiinge in der Zelle erklart werden kann. Somit 
ist die Frage iiber die Struktur der lebenden Materie mit der iiber ihren 
kolloidchemischen Bau verbunden. Daf diese Vorgange das mikroskopische 
Aussehen der lebenden Zelle beeinflussen und méglicherweise sogar ver- 
ursachen, bezweifelt zurzeit wohl kein Zellphysiologe. Auch in der vor- 
liegenden Arbeit werden diese Vorgange bei der Erklarung der morpho- 
logischen Eigentiimlichkeiten der lebenden Materie herangezogen. Um 
Mifiverstandnisse zu vermeiden, miissen wir vor allem einige wichtige Be- 
griffe der Kolloidchemie, die bei Biologen nicht einheitlich verstanden werden, 
eindeutig definieren. 

Zuerst betrachten wir kolloidchemische Begriffe, die sich auf den Aggre- 
gatzustand der lebenden Materie beziehen. In meinem oben zitierten Buche 
wurden verschiedene Griinde angefiihrt, die uns veranlassen, mit Wo. Ost- 
wald diejenigen Kérper als fliissig zu bezeichnen, deren innere Reibung 
bei freier Bewegung ihrer Molekiile nicht geniigend grof ist, um die Bestre- 
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bung ihrer Oberflachenspannung, ihnen Kugelgestalt zu erteilen, zu hindern, 
vorausgesetzt, dai auf die Kérper keine Auftenkrafte wirken und dafi sie 
sich in einer mit ihnen nicht mischbaren Fliissigkeit befinden. Dagegen sind 
die Molekiile der festen K6rper nicht in allen Richtungen frei beweglich und 
die Anziehungskrafte und innere Reibung zwischen denselben so groft, 
da sie durch die Oberflichenspannung nicht iiberwunden werden kénnen 
und die Kérper kein Bestreben haben, Kugelgestalt anzunehmen. Nach 
dieser Definition nehmen alle Fliissigkeiten, im Gegensatz zu festen K6rpern, 
in Wasser eine Kugelgestalt an. Auch Wasser nimmt die Kugelform in 
anderen Fliissigkeiten an. AuRerdem kénnen nur Fliissigkeiten Strémungen 
und flieRende Bewegungen zeigen, die wenigstens unter dem Mikroskop 
wahrgenommen werden kénnen. Unsere Definition des fliissigen und festen 
Zustandes macht die Ausdriicke ,,festfliissig", ,,halbfliissig“, , halbfest“ usw. 
gegenstandslos; sie konnen durch die Ausdriicke ,,viskés“ und ,,sehr viskés“, 
»zahe", ,,sehr zahfliissig® usw. fiir Fliissigkeiten und ,,weich“, ,,sehr 
plastisch* usw. fiir feste Kérper ersetzt werden. Auch der Ausdruck ,,Gel- 
Lésung™ fiir sehr viskése kolloide Lésungen ist iiberfliissig und kann irre- 
fiihrend sein. Als Gel oder Gallerte sind nur feste Kérper zu bezeichnen, 
die bei einer verhaltnismafig grofen Formelastizitat, wie z. B. Gelatine- 
Gallerte, leicht in Stiicke gebrochen werden kénnen und sich dadurch von 
echt elastischen Kérpern, wie z. B. Kautschuk, unterscheiden. Nach Stau- 
dinger entspricht der Gelzustand durchaus dem festen Zustand: die Mole- 
kiile sind in einer Gallerte nicht frei in allen Richtungen beweglich, sondern 
es ist nur ihre Achse drehbar (Staudinger 1940, S.73). Es ist also gar nicht 
passend, wenn Seifriz (1928) die kolloiden Lésungen, die infolge der An- 
wesenheit fadenférmiger Kolloidteilchen elastische Eigenschaften haben, als 
Gallerten bezeichnet. Unter Gelen bilden die sogenannten Emulsions- 
gallerten, die eine Schaumstruktur haben, eine besondere Gruppe. Sie 
entstehen infolge der Verdichtung von Emulsionen und hydrophiler Kolloid- 
Jésungen, und sind nur schwach elastisch, aber plastisch (vgl. Lepeschkin 
1911, Kolloidchemie des Protoplasmas, II. Aufl., S.96, auch Derjaguin 
1933). Im Falle der Fliissigkeit diirfen wir also nur von einer Viskositat 
sprechen; diese ist in den Kolloidlésungen, deren Teilchen oder Makromole- 
kiile fadenférmig sind, auch bei kleinen Konzentrationen sehr grok (vgl. 
Staudinger a.a.O.). Hier soll betont werden, daft wir unter Kolloid- 
lésungen Dispersionen verstehen, deren Teilchen, unabhangig davon, ob 
sie Molekiile oder molekulare Aggregate (Mizellen) sind, 10° bis 10° 
Atome enthalien (Staudinger 1940), wobei dieselben nicht nur durch 
Hauptvalenz-, sondern auch durch Nebenvalenzkrafte miteinander verbun- 
den sein kénnen. Diese Teilchen sind auch in Gallerten vorhanden; sie sind 
aber in diesem Falle miteinander geriistartig verbunden, wobei sie gew6hn- 
lich fadenférmige Mizellen bilden, die miteinander verfilzen und verwachsen 
(so z. B. bei Gelatine und Isopseudozyanin, vgl. Northrop und Kunitz 
1931, Lepeschkin 1943 a und b). Die rundlichen Kolloidteilchen in Protein- 
lésungen, die gewohnlich nur aus einem Molekiil bestehen, dessen Haupt- 
valenzketten zusammengerollt sind, kénnen auch Mizellen genannt wer- 
den, weil sie nicht nur von dichten Wasserhiillen umgeben sind, sondern 
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Wassermolekiile. auch in ihrem Inneren enthalten, so daft sie ebenfails 
Aggregate von Molekiilen sind. Enthalt das Proteinteilchen viel Wasser in 
seinem Inneren, so erteilen die Wassermolekiile auch seiner Hauptvalenz- 
kette und also dem ganzen Teilchen die Warmebewegungen, die fiir einen 
fliissigen Kérper charakteristisch sind, so dai das Teilchen fliissig ist. In der 
Tat, werden die Wasserhiillen solcher Teilchen durch eine hydrophile Sub- 
stanz entfernt, wahrend das innere Wasser im Teilchen zuriickbleibt, so kén- 
nen die Teilchen in ihren Bewegungen zusammenstofen, sich durch Kohasions- 
krafte verbinden und gréRere Trépfchen bilden, die sich absetzen und zu 
einer einheitlichen Fliissigkeit zusammenfliefen. In dieser Weise entstehen 
Fluoide, die als. mizellare Fliissigkeiten betrachtet werden k6énnen 
(Lepeschkin 1938a und b, 1944). Der von Bungenberg de Jong fiir 
die fliissigen Niederschlage stammende Name ,,Koazervate” ist, wie ich ge- 
zeigt habe (a.a.O.), unpassend, weil er von der Vorstellung iiber einen 
Bienenschwarm herkommt, wahrend Fluoide, wie wir sahen, eine andere 
Struktur haben. 


2. Altere Theorien der Protoplasmastruktur 


Die Theorien der Protoplasmastruktur, die von Frommann, Flem- 
ming und Altmann verteidigt wurden, wurden oft kritisiert, und es ist 
kaum notwendig, hier alle Argumente pro und konira anzufiihren. Die be- 
treffende Kritik finden wir in den ausgezeichneten. Abhandlungen von 
Berthold (1886), Biitschli (1892) und Fischer (1899). Die genann- 
ten Theorien entstanden hekanntlich aus dem Bestreben, einzelne morpho- 
logische Strukturelemente zur Basis einer allgemein giiltigen Struktur- 
theorie der lebenden Materie zu verwenden. Biitschli erschien die 
Theorie des netzartigen Baues von Frommann, diejenige des fibrillaren 
Struktur von Flemming und die Granulalehre von Altmann deshalb 
unzutreffend, weil sie temporaér entstehende Protoplasmaeinschliisse oder 
grobe Strukturen, die durch unbelebte Kérnchen oder Vakuolen gebildet 
werden, als den Bau der lebenden Materie betrachteten und weil sie den 
fliissigen Eigenschaften des Protoplasmas widersprachen. 

Im Gegensatz zu Theorien fester Strukturen im Protoplasma, die nach 
Berthold (a.a.O. S.62) nicht imstande waren, auch nur ,,irgendeinen der 
einfachen vitalen Bewegungsvorgange im Protoplasma mechanisch zu er- 
klaren“, schien die von Biitschli verteidigte Theorie einer Schaumstruktur 
des Protoplasmas auch eine einfache Erklarung solcher Bewegungen durch 
den Vergleich des Protoplasmas mit kiinstlichen ,,Schaumen“ zu geben, die 
unter dem Einflu& der Oberflachenspannung améboide Bewegungen aus- 
fiihren kénnen. Man darf aber nicht aufer Acht lassen, daf die von 
Biitschli beschriebenen .Schaumstrukturen fast ausschlieBlich am _ toten 
Protoplasma beobachtet wurden nach Biitschli aber auch leblosen Ob- 
jekten eigen sein sollten. Andererseits gleichen die von Biitschli ab- 
gebildeten Strukturen nicht den eigentlichen Schaumstrukturen, weil. die 
Wande der Schaumwaben in seinen Abbildungen sich unter allen még- 
lichen Winkeln schnitten, wahrend in echten, aus zwei Fliissigkeiten oder 
aus Fliissigkeit und Gas bestehenden Schiumen die Wabenwande sich stets 
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unter gleichartigen Winkeln schneiden. Auferdem zeigte Lepeschkin 
(1911), daf& Schiume (z.B. aus Xylol und Seifenlésung) gallertartig sind 
(Emulsionsgallerten, vgl. Abschn. 1). In den Versuchen von Biitschli, 
wo eine amdboide Bewegung beobachtet wurde, handelte es sich nach 
Lepeschkin nicht um Schiume, sondern um dichte Emulsionen, die 
noch fliissige Eigenschaften zeigten. 


Schon die gleichzeitige Existenz mehrerer Theorien, die auf direkten 
Beobachtungen basierten, sprach fiir die Unméglichkeit, soche Sirukturen, 
wie sie die einzelnen Beobachter beschriében, auf das Protoplasma im allge- 
meinen zu iibertragen. Diese Bedenken veranlaten Reinke (1881, 1911), 
zu schlieRen, daft die Protoplasmastrukturen polymorph sind. Zu demselben 
Schlu& kam auch Fischer (1899). Einen Polymorphismus des Protoplasmas 
nimmt auch Ruzicka (1907) an. Nach diesen Forschern kann das Proto- 
plasma verschieden geformte Elemente ungleicher Konsistenz enthalten, die 
wahrend des Lebens Veranderungen unterliegen. Das Protoplasma kénne 
entweder homogen und undifferenziert erscheinen, oder eine Struktur be- 
sitzen, die in Form von Kérnchen, Trépfchen, Faden oder kombinierten 
Bildungen und Geriisten auftritt. 


Die spateren Untersuchungen bestatigten den Polymorphismus der mor- 
phologischen Struktur der lebenden Materie. Was speziell die fibrillare 
Struktur anbelangt, so wurde sie an fixierten und gefarbten Praparaten auch 
in letzter Zeit beobachtet (vgl. Tomita 1934, Meyer 1935, Fowell 1936). 
Sie ist aber in manchen Fallen auch in lebenden Zellen sehr wahrscheinlich. 
Nach Lepeschkin (1925, 1938b) kann z. B. die Form der Erythrozyten 
der Mammalia sowohl durch die oberflachliche feste Haut (Hiille), als auch 
durch gelatindse innere Partien des Protoplasmas (Zytoplasmas) bedingt 
sein. Boehm (1935) berechnete die Menge der Eiweiftkérper, die nach der 
Hamolyse der roten Blutkérperchen ungelést zuriickbleiben, und kam zu 
dem Schlusse, daf diese Menge nicht nur zur Membranbildung, sondern auch 
zur Bildung eines Fachwerkes im Innern der Blutkérperchen ausreichen 
wiirde. Lepeschki n (1938 b) spricht infolgedessen den Gedanken aus, da 
ein unsichtbares Fachwerk aus den erwahnten Eiweifkérpern gerade die 
Verdichtung der Protoplasmapartien in den Mammalia-Erythrozyten ver- 
ursachen kann. 


Andererseits kommt die Schaumstruktur des lebenden Protoplasmas nur 
selten vor und da, wo sie vorkommt, wird sie gewohnlich durch dicht ge- 
lagerte Vakuolen, die mit wiasserigen Liésungen oder Nahrungsmaterial 
erfiillt sind, gebildet (vgl. Giersberg 1922, Strugger 1929, Gicklhorn 
und Méschl 1930, Seifriz 1930, Linsbauer 1932 u.a.). 


Die geschilderte Verschiedenheit der mikroskopischen Struktur der leben- 
den Materie und ihre Ahnlichkeit mit den Strukturen, die Kolloidlésungen 
und Gallerten zeigen, veranlafte Lepeschkin (1911, 1924, 1928, 1930. 
1938-b) zu schlieBen, da die einzig mégliche, allgemein giiltige Struktur der 
lebenden Materie eine kolloidale Struktur ist. Mit Berthold (a. a.O.) nahm 
er an, daft das fliissige Protoplasma eine Emulsionsstruktur besitzt, betonte 
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aber, daft es zugleich eine Suspension und stets eine hydrophil kolloide 
Lésung darstellt. 


3. Neue Theorien der Struktur der lebenden Materie 


Wie in meiner Kolloidchemie des Protoplasmas wiederholt betont wurde. 
ist sowohl der Aggregatzustand als auch die Konsistenz des Protoplasmas 
veranderlich. Schon diese Veranderlichkeit schlieRt die Méglichkeit einer 
einheitlichen Struktur der lebenden Materie in ihren zahlreichen Modifika- 
tionen aus. Die Bestrebungen, eine einheitliche Struktur der lebenden Ma- 
terie zu finden, verschwand jedoch nicht mit dem Miferfolg der Morphologen. 
Die einheitliche unter dem Mikroskop sichtbare Struktur wurde durch eine 
unsichtbare ersetzt. Seifriz (1936) stellte sich diese Struktur als ein aus 
verwachsenen Polypeptidketten zusammengesetztes Geriistwerk vor, wobei 
er die Veranderlichkeit des Aggregatzustandes der lebenden Materie durch 
thixotrope Eigenschaften der Protoplasmakolloide erklirte (a.a.O. S. 260). 
Da aber die Flie®barkeit und Abrundung des Protoplasmas (Zytoplasmas) 
in wasserigen Lésungen ihm wohl bekannt war (a.a.O. S.151), nahm er 
an, daf alle Gele zum FlieRen befahigt sind und daf sowohl sie als auch das 
fliissige Protoplasma ein Geriist aus feinen Fasern besitzen (a. a.O. S. 260). 
Er nahm sogar an, daft jedes lyophile kolloide System ein Gel (,,jelly“) ist 
(a.a.O. S.156). Zu dieser Ansicht soll bemerkt werden, daf ein kolloides 
System entweder fliissig oder gallertartig sein kann, aber nicht gleichzeitig 
beides. Was nun die Geriiststruktur des fliissigen Protoplasmas anlangt, so 
ist es bekannt, daf auch die thixotropen Gallerten ihre Geriisistruktur ver- 
lieren, wenn sie sich verfliissigen. Seifriz selbst mu zugeben, daf thixo- 
trope Eigenschaften und Flie&barkeit eines Systems auf lockere Bin- 
dungen zwischen Fadenmolekiilen des Geriistes hinweisen (a.a.O. S. 259). 
Er miifte also auch zugeben, daft bei der Verfliissigung der thixotropen 
Gallerten eine Zerstérung der Briicken zwischen den Polypeptidketten statt- 
findet; er nimmt aber-die Geriiststruktur auch im fliissigen Protoplasma an. 

Zur Zeit wissen wir, daB in einer Fliissigkeit keine submikroskopische 
Struktur aus einem mizellaren oder molekularen Geriistwerk existieren 
kann. Nach Staudinger (1932, 1943) kann die Viskositat einer kolloiden 
Lésung bei einem sehr grofen Molekulargewicht der gelésten Substanz und 
langgestreckten (fadenférmigen) Teilchen auferordentlich hoch sein, und 
trotzdem behalt die Lésung alle im Abschnitt 1 angefiihrten Eigenschaften 
der Fliissigkeiten. So ist z. B. eine 1 proz. Liésung des Polystyrols EF, das 
ein Molekulargewicht von etwa 600000 hat, in Benzol viskés wie Zucker- 
syrup, wahrend seine 20 proz. Lésung so wenig beweglich ist, da sie beim 
ersten Eindruck fiir eine Gallerte gehalien werden kann. Trotzdem behilt 
die Lésung alle Eigenschaften der Fliissigkeiten, weil die langfadigen Mole- 
kiile des Polystyrols miteinander durch keine Briicken verbunden sind und 
nur ein Filzwerk bilden (vgl. dazu Miiller 1941.a und b). Entstehen aber 
Briicken zwischen den Polystyrolmolekiilen, so wird der Stoff fest, unléslich 
und nur quellbar (Staudinger 1940, $.74). Es geniigen schon 0,0025% 
Divinilbenzol, um durch Briicken ein lésliches, unbegrenzt quellbares Poly- 
styrol in ein unlésliches, begrenzt quellbares Mischpolymerisat zu verwan- 
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deln (Staudinger 1940, S.74). Jede Verwachsung der Fadenmolekiile durch 
Briicken fiihrt also zur Erstarrung der fliissigen Lésung zu einer Gallerte. 
Spiater erklarte Seifriz (Seifriz 1942, S.7), da die FlieRbarkeit eines 
Systems wie das des Protoplasmas vom Gleiten eines Molekiils an einem 
anderen abhingen kann, obwohl die beiden Molekiile durch Wasserstoff- 
bindungen (zu einem Geriist?) vereinigt sind; er verlieR also seine friihere 
Polypeptidkettenbriickentheorie. Da aber, wie er erwahnt, Paulin Wasser- 
stoffbindungen auch zwischen Molekiilen in Wasser annimmt, so kénnte 
fliissiges Protoplasma offenbar nur als eine wirkliche Fliissigkeit betrachtet 
werden. 


Als auf einen Grund zur Annahme einer Geriiststruktur des fliissigen 
Protoplasmas weist Seif riz (a. a. O. S. 258) auf die Elastizitat desselben hin. 
Diese Elastizitat ist jedoch so schwach, daf sie auch von den Forschern, die 
sich in der Kolloidchemie des Protoplasmas spezialisiert haben, (z. B. Heil- 
brunn 1928) nicht anerkannt wird (vgl. meine Kolloidch. d. Protoplasmas, 
S.55). Es ist jetzt bekannt, daf die Elastizitat einer kolloiden Lésung nicht 
durch eine angebliche Geriiststruktur verursacht wird. Seifriz selbst sagt 
(a.a.O. S. 225), da alle typischen lyophilen Kolloidlésungen eine Elastizitat 
und als Folge Abweichungen vom Hagen-Poiseuilleschen Gesetz (d.h. 
ein anomales Fliefen) zeigen. Nach Freundlich (1927) ist die Ursache der 
Elastizitat der Sole die Kraftwirkung zwischen den Kolloidteilchen. Begreif- 
licherweise ist eine solche Elastizitaét in den Solen mit Fadenteilchen beson- 
ders ausgepragt (vgl. Seifriz 1928). 


Was nun die Abweichungen vom Poiseuilleschen Gesetz anlangt, die 
in letzter Zeit fiir fliissiges Protoplasma wieder beobachtet wurden (z. B. 
Northen 1936, Pfeiffer 1941), so sind lyophile kolloide Lésungen keine 
Newtonsche Fliissigkeiten (Staudinger 1943, Wo. Ostwald 1925, 1927. 
1929, Kroepelin 1929, Reiner 1931) und zeigen Abweichungen vom ge- 
nannten Gesetz. Nach Staudinger (1943) zeigen makromolekulare Lésun- 
gen mit -fadenférmjgen Molekiilen starke Abweichungen vom genannten 
Gesetz, die bei Proteinlésungen besonders grof sind (a.a.O. S.14). Wo. 
Ostwald erklart diese Abweichungen bei Kolloiden mit kugeligen Mizellen 
durch die Deformation der Solvathiillen (1927), Freundlich und Reiner 
durch Elastizitat und Staudinger durch die Orientierung der Molekiile 
und Schwarmbildung. Aus diesen Angaben ist zu schlieBen, da die ,,Ela- 
stizitat” nicht nur fiir Gele, sondern audh fiir fliissige Kolloidlésungen 
charakteristisch ist, und besonders fiir die Lésungen mit langestreckten 
Kolloidteilchen. Das fliissige Protoplasma kann also ein anomales Fliefen 
und elastische Eigenschaften zeigen, ohne eine geriistartige Struktur zu 


haben. 


Noch ein Grund scheint Seifriz ausreichend zu sein, um eine molekulare 
Geriiststruktur fiir fliissiges Protoplasma anzunehmen. Er kam zu dem 
Schlusse, da dasselbe mit Wasser nicht mischbar ist (a.a.O. S. 265), falls 
es lebend und gesund ist. Da aber diese Unmischbarkeit unabhangig von 
einer Haut an der Protoplasmaoberflache ist, kann er sie nur durch die 
Anwesenheit eines Molekulargeriistes erklaren. Die Unmischbarkeit des 
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fliissigen Protoplasmas mit wasserigen Lésungen kann jedoch auch durch 
die Annahme erklart werden, da das Protoplasma keine wisserige Lisung 
verschiedener Substanzen, sondern eine Lésung von Wasser in einer organi- 
schen Substanz ist, wie es im Falle der Fluoide beobachtet wird (vgl. meine 
Kolloidch. d. Protoplasmas 1938 b, S. 140). 


Die Eigenschaft des fliissigen Protoplasmas Wasser aufzunehmen, die 
nach Seifriz (1942, S.3) durch thre Emulsionsstruktur nicht erklart werden 
kann, folgt ebenfalls aus ihrer Fluoidstruktur (vgl. Abschnitt 5). Fluoide 
kénnen auch eine Koagulation aufweisen, die nach Seifriz den Emulsionen 
nicht zukommt. 

Wir miissen also zum Schluf kommen, daft die Theorie der Molekular- 
geriiststruktur von Seifriz fiir alle Arten der lebenden Materie unbe- 
griindet ist und den Angaben der modernen Kolloidchemie widerspricht. 
Dasselbe kann man auch iiber die sogenannte ,,Haftpunkttheorie“ der Proto- 
plasmastruktur von Frey-Wyssling (1938) sagen, die als eine ausfiihr- 
liche Anwendung der Gedanken von Seifriz betrachtet werden darf. 


Ich habe in meiner Kolloidchemie des Protoplasmas darauf hingewiesen, 
daf das fliissige Protoplasma fadenférmige Kolloidteilchen enthalt. Der 
Fehler von Seifriz und Frey-Wyssling liegt aber darin, daft sie an- 
nehmen, da diese Teilchen miteinander zu einer geriistartigen Struktur 
verwachsen sind. Der zuletzt genannte Gelehrte scheini selbst zu fiihlen, daf 
die Geriisistruktur dem Protoplasma gallertartige Eigenschaften verleihen 
miiRte, wenn er schreibt, da ,,das grofe Wunder des cytoplasmatischen 
Molekulargeriistes“ seine auffallende Beweglichkeit ist, die’ in der Proto- 
plasmastrémung zum Ausdruck kommt (a. a. O. S. 140). 


Im fliissigen Protoplasma ist nicht nur keine Geriiststruktur méglich, 
sondern es enthalt iiberhaupt nur eine unbedeutende Menge von lang- 
gestreckten Kolloidteilchen, worauf ich in meiner Kolloidchemie des Proto- 
plasmas (1938) hingewiesen habe. Wenn in ihm eine groRe Menge derselben 
vorhanden wire, so miifte die Viskositat des fliissigen Protoplasmas wenig- 
stens einige Tausendemal gréfer sein als die des Wassers, weil die Kon- 
zentration der Kolloide in demselben sehr hoch ist (20 bis 40%). In Wirklich- 
keit ist aber diese Viskositaét niedrig. So gibt Seifriz selbst in seinem 
Buche an, daft die Viskositat des Protoplasmas zwischen 10 und 800 
schwankt (a. a. O. S. 217). Die meisten Kolloidteilchen (resp. Makromolekiile) 
des fliissigen Protoplasmas sind also rundlich ja vielleicht kugelig. Das 
gleiche folgt auch aus der Tatsache, daft dasselbe nur sehr selten eine Doppel- 
brechung des Lichts zeigt (vgl. Schmidt 1941). Die Doppelbrechung ist 
am Protoplasma meist sehr gering (Schmidt a.a.O. S.48). In vielen 
Fallen erscheint aber das von mikroskopisch sichtbaren Einlagerungen freie 
Zellprotoplasma, selbst mit empfindlichsten Methoden gepriift, optisch iso- 
trop. In anderen Fallen sind Eingriffe erforderlich, damit die Doppel- 
brechung zutage tritt (Abkiihlung, Aufsaugung in Kapillaren, was zweifellos 
zum Absterben fiihrt). Wiirde das fliissige Protoplasma viele Fadenmolekiile 
enthalien, so wiirde es wenigstens eine starke Strémungsdoppelbrechung 
zeigen, was aber auch nicht der Fall ist. Es ist ja bekannt, da sogar in 
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2 proz. Lésung des Tabakmosaikvirus, dessen Molekiile nur verhaltnismafig 
kurze Stabchen sind (im Mittel ist ihre Lange 10mal gréfer als ihre ‘Dicke). 
eine Strémungs- und Eigendoppelbrechung beobachtet (vgl. Lynen 1938) 
wird. 

Was nun das ,,optisch leere“ Aussehen der intergranuliren Phase des 
fliissigen Protoplasmas anlangt, so ist die Abwesenheit von im Ultramikro- 
skop sichtbaren Teilchen (Ultramikronen) in ihm nicht den anisodiametri- 
schen Bauelementen zuzuschreiben, wie Frey-Wissling meint (a.a.O. 
S.3), sondern dem hydrophilen Charakter der Kolloidteilchen. Es gibt 
iiberhaupt keine hydrophilen Kolloidlésungen, unter denen sich auch die- 
jenigen mit kugeligen Kolloidteilchen, wie z. B. Albuminlésungen, befinden. 
welche im Ultramikroskop Ultramikronen sehen lassen. 


Es sei darauf aufmerksam gemacht, dafi die Unméglichkeit einer mole- 
kularen Geriiststruktur sich nur auf das lebende und fliissige Protoplasma 
bezieht, wihrend in erstarrten Teilen der lebenden Materie und im toten 
Protoplasma eine solche Struktur wohl méglich, aber nicht bewiesen ist. Es 
ist sehr wahrscheinlich, daf bei Denaturierung von Eiweifkérpern Bildung 
von Fadenmolekiilen aus den kugelférmigen Molekiilen und ihre Verfilzung 
und Verwachsung durch Briicken stattfindet, wobei Gallerten entstehen 
(vgl. Astbury 1935, Haurowitz 1935, 1936, Dervichian 1941). Eine 
Entfaltung der zu rundlichen Teilchen zusammengerollten Eiweifmolekiile 
und somit die Entstehung fadenférmiger Molekiile ist auch im fliissigen 
Protoplasma méglich. Langmuir (vgl. Adam 1930) und andere Forscher 
zeigten, da z. B. rundliche Molekiile der Eiweifkérper, die infolge einer 
Adsorption an die Wasseroberflache gelangen, sich entfalten, so daft ihre 
Polypeptidketten sich auf dieser Oberflache ausbreiten. Gelangen also die 
hochmolekularen Substanzen des Protoplasmas an seine Oberflache, so 
kénnen ihre kugeligen Molekiile oder Mizellen sich in fadenférmige ver- 
wandeln, wobei die oberflachlichen Protoplasmaschichten die Struktur eines 
molekularen oder mizellaren Filzes annehmen kénne, so dafi die Viskositat 
dieser Schichten stark zunimmt (Ektoplasmabildung). Da aber die Faden- 
molekiile (oder Mizellen) in diesem Falle sehr nahe aneinander zu liegen kom- 
men, kénnen sie auch durch Briicken verwachsen und feste Gallerten bilden, 
die die Protoplasmaoberfliache als eine diinne Schicht bedecken. Solche feste 
Haute (z. B. Pellikula der Protozoen, Hiille der Erythrozyten) kénnen unter 
der Einwirkung eines mechanischen oder osmotischen Druckes leicht ver- 
fliissigt werden (Lepeschkin 1925, 1938b). Es ist also méglich, dak diese 
Haute, besonders dann, wenn sie alternierend erstarren und fliissig werden 
(wie bei der Bewegung der Amében), nicht aus thixotroper Gallerte, son- 
dern aus Emulsionsgallerte gebaut sind, also eine submikroskopische 
Schaumstruktur besitzen. In dem Falle dagegen, wo die peripherischen 
Protoplasmaschichten eine Doppelbrechung zeigen (vgl. Ulrich 1936. 
Chinn 1937, 1938), ist anzunehmen, daf in ihnen geordnete fadenférmige 
Teilchen (Molekiile oder Mizellen) vorhanden sind und vielleicht eine regel- 
mafige Geriiststruktur bilden. In einigen Fallen sind im Ektoplasma die 
anisomorphen Teilchen (Molekiile oder Mizellen) gerichtet. Schmidt (1939, 
1940) nimmt einen Folienbau des zihen Ektoplasmas bei Amoeba verrucosa 
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an, das eine schwache Doppelbrechung zeigt. Diese Folien kénnen aber im 
fliissigen Ektoplasma nur Streifen sein. Es ist méglich, dai es im gallert- 
artigen Zustande eine submikroskopische Schaumstruktur besitzt, wo solche 
Streifen aus Mizellen zerstreut sind. Jedenfalls ist die Erstarrung eines 
fliissigen Systems ohne eine Verainderung ,,der Konzentration“ keine spezi- 
fische Eigentiimlichkeit des lebenden Protoplasmas, wie Seifriz annimmt 
(Seifriz 1942, p. 8). 

Wir sehen also ein, daft die lebende Materie verschiedene kolloide Struk- 
turen haben kann. Wie in meiner friiheren Arbeit berichtet wurde (Le- 
peschkin 1939), ist die Struktur der lebenden Materie in dem Falle, wenn 
sie fliissig ist, derjenigen der fliissigen Niederschlage bei der fliissig-fliissigen 
Entmischung kolloider Lésungen ahnlich. Lepeschkin (1910) hat darauf 
zum erstenmal hingewiesen. Bungenberg de Jong und Mitarbeiter 
haben eine ganze Reihe von Arbeiten iiber diese Niederschlage veréffent- 
licht, die sie ,.Koazervate“ nennen, und auf die Ahnlichkeiten ihrer Eigen- 
schaften mit denjenigen des Protoplasmas in verschiedener Hinsicht hin- 
gewiesen. Wie in Abschnitt 1 erwahnt, haben diese Niederschlage eine be- 
sondere Struktur und wurden von mir als Fluoide bezeichnet (Le pesch- 
kin 1938b, 1939, 1944). 


4. Fluoidstruktur der lebenden Materie 


Der Gedanke, daft die fliissige lebende Materie die kolloide Struktur der 
Fluoide besitzt, entstand aus der Beobachtung, daff diese Art der lebenden 
Materie, obwohl sie viel Wasser enthalt, mit wasserigen Lésungen nicht misch- 
bar ist (vgl. Lepeschkin 1910, 1924, 1925, 1926.aa, 1938b, 1939). Daft Galler- 
ten, die auch viel Wasser enthalten kénnen, sowohl mit wasserigen Lésungen 
als auch mit reinem Wasser nicht mischbar sind, ist ohne weiteres verstand- 
lich, weil sie eine Geriiststruktur haben. Unter den Fliissigkeiten enthalten 
aber nur Fluoide viel Wasser, ohne sich mit wasserigen Liésungen zu ver- 
mischen. 

Wie friiher erwahnt, kénnen die Fluoide als mizellare Fliissigkeiten be- 
trachtet werden, die infolge eines Zusammenfliefens der fliissigen Mizellen 
entstehen, deren Wasserhiillen durch ein entwasserndes Mittel entfernt sind. 
Die Mizellen werden von Haupivalenzketten eines organischen Stoffes ge- 
bildet, die zu einem Knauel zusammengerollt sind und viele Wassermolekiile 
in ihrem Inneren enthalten. Durch Molekularkrafte werden die Mizellen 
aneinander gezogen, wie in jeder Fliissigkeit, und bilden die Oberflache des 
Fluoids, die von der umgebenden Lésung scharf abgegrenzt ist. Da die 
Mizellen der Proteine gewohnlich nur ein einziges Molekiil enthalten, so ist 
anzunehmen, daft auch die Mizellen der Grundstoffe des Protoplasmas (Vita- 
proteide, Vitaide) nur aus einem Molekiil bestehen. Wasser des Fluoids, 
das sich in den Maschen der Hauptvalenzketten befindet, kann als gelist 
in der organischen Substanz des Fluoids betrachtet werden. In Anwendung 
auf die lebende Materie ist ebenfalls anzunehmen, dafi auch ihr Wasser 
nicht Lésungsmittel, sondern in ihren organischen Substanzen geldst ist. 

An der Oberflache des fliissigen Protoplasmas bilden die es zusammen- 
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setzenden Mizellen (unter der Einwirkung der molekularen Anziehungs- 
krafte) gewéhnlich eine verdichtete Schicht, die auch an der Oberflache der 
Vakuolen entstehen kann. Zwischen den Mizellen der Vitaide befinden sich 
Molekiile und Ionen niedermolekularer Substanzen, die zum Teil ins Mizell- 
innere eindringen und sich in dem da befindlichen Wasser lésen. Auch rund- 
liche und langgestreckte Molekiile (oder Mizellen) anderer hochmolekularer 
Verbindungen kénnen sich zwischen den Vitaidmolekiilen befinden. ~ 

Schon lange hat der Verfasser den Gedanken ausgesprochen, daft die 
Grundsubstanzen der lebenden Materie (Vitaide) Komplexe von Eiweif- 
kérpern, Lipoiden und anderen Substanzen darstellen (Lepeschkin 1911, 
1926c u.a.). Es lag nun der Gedanke nahe, dafi gerade Fluoide der Lipo- 
proteide das fliissige Protoplasma zusammensetzen und seine morpho- 
logischen und zum Teil physiologischen Eigentiimlichkeiten bedingen. Um 
diesen Gedanken zu priifen, war es notwendig,*Flacide der Lipoproteide 
kiinstlich darzustellen und ihre Eigenschaften mit denjenigen des Proto- 
plasmas zu vergleichen. 


5. Fluoide der Lipoproteide und ihre Eigenschaften 


Obwohl Verbindungen der Eiweifkérper und Lipoide iiberall in den 
Organismen verbreitet sind, wurden sie kiinstlich erst in letzter Zeit er- 
halten. Herrera (1932), Crile, Telkes und Rowland (1932) berichteten, 
dafi es ihnen gelungen ist, eine Verbindung von Eiweifkérpern und Li- 
poiden zu erhalten. Eine allgemein giiltige Methode zur Darstellung der 
Lipoproteide wurde aber von Przylecki und Hofer (1936) gegeben (vg). 
auch Wagner-Jauregg und Arnold 1938). In der vorliegenden Arbeit 
wurden Fluoide der einfachsten Lipoproteide dargestellt. 

Die Lipoproteide wurden nach der Methode von Przylecki und Hofer 
in alkalischen Lésungen erhalten. Die als Ausgangsmaterial verwendeten 
Proteine waren Gelatine, Albumose, Eialbumin und Oxyhamoglobin; die 
verwendeten Lipoide waren Lezithin und Cholesterin. Gelatine war reinste 
pulverférmige Gelatine des Handels. Albumose wurde aus Pepton Witte 
durch Kochen, Filtrieren, Abkiihlen und nochmaliges Filtrieren seiner Lé- 
sungen erhalten. Zur Darstellung des Oxyhamoglobins wurden Kaninchen- 
erythrozyten mehrmals mit einer 1%igen Lésung von NaCl gewaschen, ab- 
zentrifugiert und in destilliertem Wasser gelést; nach 3 Tagen (bei 5° C) 
wurden die Stromata durch Zentrifugieren entfernt. Albumin war gereinig- 
tes Albumen ovi siccum von Merck, Lezithin war von Schering-Kahl- 
baum und Cholesterin von Merck. In einer vor kurzem publizierten 
Arbeit (Lepeschkin 1944) habe ich die Methoden zur Darstellung der 
Fluoide der Lipoproteide beschrieben. Sie wurden aus den Gemischen 10% 
(bzw. 20%) Proteinlésungen, deren pH auf 8,5 gesetzt war, mit einer alko- 
holischen Lezithinlésung, zu der in einigen Versuchen auch Cholesterin zu- 
gesetzt war, durch Sulfosalizylsiure oder Ammoniumsulfat niedergeschla- 
gen. Die Ansiuerung der Gemische mit anderen Siuren fiihrte nur zur 
Bildung feinkérniger Niederschlige der Lipoproteide. In einigen Fallen 
waren auch die Niederschlaige hervorgerufen durch die genannten Reagen- 
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zien feinkérnig, schieden sich jedoch beim Abkiihlen der bis 40° erwarmten 
Gemische als Fluoide aus. Das Verfahren zur Darstellung einiger Fluoide 
ist im ‘folgenden angegeben: 

I. Einfache Fluoide. 1. Lezithogelatine. Mit 5cm* der bei 
30° geschmolzenen 10% igen Gelatine (pH = 8,5) wurde icm* einer 4%igen 
alkoholischen Lezithinlésung tropfweise gemischt. Die erhaltene Lésung 
wurde mit gleichem Volumen einer 4%igen Lésung von Sulfosalizylsaure 
in Wasser oder ?/, Volumen einer gesittigten Ammoniumsulfatlésung ver- 
mischt, wobei das Fluoid der Lezithogelatine ausgeschieden wird. 

2. Lezithalbumose. Mit 10cm* einer 10%igen Albumoselésung 
(pH = 8,5) wurde 5cm* einer 4% igen Lezithinlésung in Alkohol und das 
erhaltene Gemisch mit gleichhem Volumen 4%iger Sulfosalizylsiurelésung 
gemischt, wobei das Fluoid der Lezithalbumose niedergeschlagen wird. 

3. Lezithohamoglobin. Mit 35cm‘ einer 10%igen Oxyhamoglobin- 
lésung (pH = 8,5) wurden 3cm® einer 4%igen alkoholischen Lezithinlésung 
tropfweise gemischt. Das erhaltene Gemisch wurde mit einem Uberschuf 
der gesattigten Ammoniumsulfatlésung vermischt, wobei die roten Tropfen 
des Fluoids des Lezithohaimoglobins ausgeschieden werden. 


II. Gemischte Fluoide. 1. Lezithocholesterin-Albumose. 
Z7cm® einer 10%igen Albumoselésung (pH = 8,5) wurden mit 2cm®* einer 
2% igen alkoholischen Lezithinlésung, der 0,01 g Cholesterin und 2 cm* Ather 
zugesetzt waren, vermischt. Der gréfte Teil des letzteren wurde durch 
Ausbreitung des Gemisches in einer Kristallisierschale entfernt, wonach die 
Fliissigkeit mit gleichhem Volumen 4%iger Sulfosalizylsiure vermischt und 
das Fluoid ausgeschieden wurde. 

2. Lezithocholesterin-Albumose-Gelatine. Dem Gemisch von 
5cm® geschmolzener 10%iger Gelatine und 5cm* 10%iger Albumoselésung 
(pH =8,5) wurden 2cm® einer 2%igen alkoholischen Lezithinlésung, die 
0,01 g Cholesterin enthielt, tropfweise zugesetzt. Dann wurde Ather dem 
Gemisch zugesetzt, bis die Fliissigkeit sich klarte. Sie wurde bis 40° erhitzt, 
zweimal filtriert, abgekiihlt und mit gleichhem Volumen 4%iger Sulfosalizyl- 
siure gemischt, wobei sich das Fluoid absetzt. 

3. Lezithocholesterin-Albumose-Albumin-Gelatine. Das 
Gemisch von 5cm* 10%iger geschmolzener Gelatine und 10cm* 10%iger 
Albumoselésung, der 0,05g Albumin zugesetzt war (pH =8,5), wurde mit 
4cm* 2%iger alkoholischer Lezithinlésung, die 0,01 g Cholesterin gelést ent- 
hielt, vermischt. Ather wurde bis zur Klarung der Fliissigkeit zugesetzt und 
diese wurde mit gleichem Volumen 4%iger Sulfosalizylsiure gemischt, wo- 
bei das atherhaltige Fluoid ausgeschieden wurde. Ather wurde alsdann 
durch Stehenlassen in einer Kristallisierschale entfernt. Die Proportion der 
Proteine und Lipoide wurde in einigen Versuchen verandert, so z. B. auf 
5cm* 10%iger Albumoselésung, die 0,03 g Eialbumin enthielt, wurden 2 cm? 
Gelatine und 3cm® Lezithinlésung mit 0,01 g Cholesterin zugesetzt. Auch 
wurde in einigen Versuchen Albumin weggelassen. 

Die Eigenschaften der erhaltenen Fluoide waren vielfach denjenigen des 
fliissigen Protoplasmas ahnlich. Wir betrachten zuerst die morphologischen 
Eigenschaften beider Arten der kolloiden Systeme. 
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A. Morphologische Eigenschafiten der Fluoide der Lipo- 
proteide 


Die Tropfen der einfachen Lipoproteide, z. B. die der Lezithalbumose 
(vgl. I, 2) sind vollkommen homogen (Abb. 1)? oder enthalten nur Vakuolen, 
die bei der Bildung des Fluoids aus der umgebenden Lésung entstanden sind 
(vgl. Abb. 2). Fliefen die Tropfen zu einer einheitlichen Fliissigkeitsschicht 





Abb. 2. Wie Fig. 1, 
aber der Fluoid- 
tropfen enthalt 
Vakuolen. 





Abb. 1. Fluoid der Lezithalbumose. 





Abb. 3. Wie Abb. 1, doch sind die Fluoid- Abb. 4. Fluoid der Lezith- 


tropfen zu ciner einheitlichen Fliissigkeits- albumose nach der Zu- 
schicht zusammengeflossen. gabe von Wasser: 
Vakuolisierung. 


zusammen (vgl. Abb. 3), so erinnern sie lebhaft an das homogene Proto- 
plasma: Wurde als Protein Oxyhimoglobin verwendet (vgl. I, 3), so hatten 
die kleinen Tropfen die Farbe der Erythrozyten, wahrend gréfere Tropfen 
rein rot waren. Die Erythrozyten kénnen bekanntlich nach der Verfliissi- 
gung ihrer Hiille auch kugelférmig sein. In diesem Falle ist die morpho- 


1 Die meisten Mikrophotographien sind bei der Vergréferung 1 : 144 und 1 : 280 
aufgenommen. 


Protoplasma, Bd. XXXIX/2. 17 
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Iegische Ahnlichkeit zwischen denselben und den .,kiinstlichen Erythro- 
zyten” des Fluoids sehr weitgehend. 

Nach einer schwachen Verdiinnung der Liésung, in der Tropfen der ein- 
fachen Fluoide schwimmen, mit Wasser treten grofe Vakuolen in den Trop- 
fen auf, die in diesem Falle an Hefezellen erinnern (vgl. Abb. 4). 





Abb. 5. Fluoid der Lezitho- 
cholesterin- Albumose- 
Albumin-Gelatine. Die Abb. 6. Wie Fig. 5, docdi sind die Fluoid- 

Tropfen, die Vakuolen und tropfen zu gréferen Fliissigkeitsschichien 

Kérnchen enthalten, kleben zusammengeflossen. Stirkere Vergr.: ..Kér- 

am Objekttriiger: _ ,,Kiinst- niges Protoplasma einer Infusorie.* 

liche Infusorien.“ 





Abb. 7. Bildung des ,Ektoplasmas* Abb. 8. ,,Kiinstlicies Plasmodium.“ 
bei hohem Gehalt an _ Lipoiden. 
.Kiinstlicie Amébe.” 


Die Einfiihrung des Albumins und des Cholesterins in das System der 
Fluoide fiihrt gewéhnlich zur Ausscheidung eines feinkérnigen Nieder- 
schlages innerhalb der Flouidtropfen, der aus den entsprechenden Lipo- 
proteiden besteht (so z. B. in den Fluoiden II: 1, 2 und 3). In diesem Fall 
ist das Aussehen der Tropfen und Schichten der Fluoide dem des kérnigen 
Protoplasmas sehr ahnlich (vgl. Abb. 5 und 6). Die Tropfen, die Cholesterin 
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und Ather enthalten, sind homogen, zeigen aber eine reichliche Granulation 
nach der Verdampfung des letzteren (Ausscheidung des Cholesterinproteids). 

Wurde ins Fluoid mehr Lezithin und Cholesterin eingefiihrt, wurde 
z. B. auf 5cem*® 10%ige Albumoselésung und 2cm* 10%ige Gelatine 4cm* 
2%ige akoholische Lezithinlésung genommen, die 0,01 g Cholesterin ent- 
hielt, und das Gemisch mit dem Atheriiberschufi (9 cm*) und gleichem Vo- 
lumen Sulfosalizylsiure vermischt, so hatten die Fluoidtropfen eine ver- 
dichtete Oberflaichenschicht, die 
an das ,,.Ektoplasma“ erinnerte; 
aus dieser Schicht traten | die 
Vakuolen in das Tropfeninnere 
aus (vgl. Abb. 7). Flossen die 
Tropfen zusammen, so sah die 
sich bildende Fliissigkeitsschicht 
wie ein Plasmodium der Myx- 
omyzeten aus (vgl. Abb. 8 
und 9). Wie in diesem hatte das 
.Ektoplasma“ auch im Fluoid Abb. 9. ,,Kiinstlichhes Plasmodium.“ 
eine veranderliche Dicke. 

Wurde zur Darstellung des Fluoids eine alte Albumoselésung verwendet 
(5cm* geschmolzener 10%iger Gelatine, 10cm* 10%iger Albumose, 0,05 ¢ 
Eialbumin, 4cm* 2%iger Lezithin und 0,01 g Cholesterin), so schied sich in 








Abb. 10. .,.Einkernige Zellen.“ Abb. 11. ,.Einkernige Zellen.“ 


den Fluoidtropfen, statt zahlreicher Kiérnchen, nur ein einziger ..Kern™ in 
jedem Tropfen aus, so daf derselbe an eine einkernige Zelle lebhaft er- 
innerte (vgl. Abb. 10 und 11). 

Die Bildung des ..Ektoplasmas” wurde auch im einfachen Fluoid aus 
Albumose und Lezithin beobachtet (auf 6cm* 10%ige Albumose kamen 
3cem'® 4%ige alkoholische Lezithinlésung). Das Gemisch wurde einige Tage 
stehen gelassen und, nachdem es sich in zwei Schichten geteilt hatte, wurde 
die obere fast klare Lisung mit gleichem Volumen 4%iger Sulfosalizylsaiure 
vermischt und die Fliissigkeit bis auf 40°C erhitzt. Nach dem Abkiihlen 
schieden sich die Fluoidtropfen aus, die nach 3 Wochen gallertartig er- 
starrten. Nach dieser Zeit wurde die Lésung mit dem Fluoid wieder erhitzt 
und abgekihlt. Nach zwei Tagen zeigten die Fluoidtropfen ein deutliches 


17* 
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—Ektoplasma“: die Vakuolen sammelten sich in der Tropfenmitie (vgl. 
Abb. 12). 

Die morphologische Ahnlichkeit zwischen dem Protoplasma und den 
Fluoiden der Lipoproteide kommt auch bei der Einwirkung giftiger Sub- 





Abb. 12. ,,Ektoplas- 
ma’ im einfachen 
Fluoid: Vakuolen 
in der Tropfen- 
mnitte. 





Abb. 13. Fixierung (Koagulation) durch Sublimat beginnt an der Tropfenoberflache. 


stanzen auf beide Systeme zum Ausdruck. Die am meisten verwendeten 
Fixierungsmittel, wie Sublimat und Alkohol, wirken nicht nur auf das 
Protoplasma, sondern auch auf die Fluoide, die Gelatine oder Albumin ent- 





Abb. 14. Wir- 
kung von Alko- 
hol. Bildung der 
Oberfiachenhaut. 





Abb. 15. Pseudowabige Struktur nach der Wirkung des Sublimats. 


halten (z. B. auf das Fluoid II, 3) fixierend, d. h. koagulierend und ver- 
festigend. In Abb. 13 ist z. B. die Wirkung von Sublimat und in Abb. 14 
diejenige von Alkohol auf grofe Fluoidtropfen zu sehen. In beiden Fallen 
beginnt die feine Koagulation von der Oberflaiche des Tropfens und ver- 
breitet sich allmahlich auf die ganze Fluoidmasse. Bei der Wirkung des 
Alkohols ist auferdem die Bildung einer Oberflichenhaut zu sehen. die 
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zuriickbleibt, waihrend die Fluoidensubstanz entwassert wird und schrumpft. 
In gemischten Fluoiden, z. B. im Fluoid II, 3, konnen unter der Einwirkung 
des Sublimats oft pseudowabige Strukturen entstehen (vgl. Abb. 15). Die 
Mikrophotographie 15 ist den Abbildungen ahnlich, die Biitschli (1892) 
zur Demonstration der Schaumstruktur des Protoplasmas anfiihrt. Enihalt 
das gemischte Fluoid Gelatine, 
die bekanntlich bei der Er- 
starrung fadenférmige Mizell- 
Aggregate bildet (vgl Le- 
peschkin 1943b), so kén- 
nen unter der Einwirkung der 
Erwarmung und von Wasser 
auch Fadenstrukturen  ent- 
stehen (vgl. Abb. 16). Eine 
3.4%ige Kalziumchloridlésung 
rief in den Tropfen des 
Fluoids, das aus Lezithoal- Abb. 16. Fadenstrukturen beim Auflésen der 
bumose, Lezithogelatine und Fluoide in Wasser. 
Cholesterin bestand, eine Va- 

kuolisierung und Bildung eines Niederschlags hervor, der eine faserige 
Struktur hatte, was auf die Anwesenheit der fadenférmigen Mizell- 
Aggregate der Gelatine hinwies. 





B. Physikalische Eigenschaften 


Der Aggregatzustand der Fluoide der Lipoproteide hangt vielfach von 
ihrer Zusammensetzung ab. Enthalten sie z. B. Gelatine, so erstarren sie bei 
Zimmertemperatur in einigen Stunden gallertartig. Erwairmen macht sie 
aber wieder fliissig. Eine gré®ere Lezithin- oder Cholesterinmenge ver- 
gréBert, wie oben erwahnt, die Vis- 
kositat der Fluoide und fiihrt zur 
Ausbildung verdichteter Oberflachen- 
schichten. Spater wird die Wirkung 
der Elekirolyte auf die Lezitho- 
albumose ausfiihrlich — beschrieben. 
Hier sei nur darauf hingewiesen, daB 
der unter dem Einflu@ der Salze in 
Abb. 17. Bildung des Niederschlags den  Fluoidtropfen sich bildende 
im Tropfeninneren. ,,Ektoplasma.“ —_ Niederschlag zunachst in der Tropfen- 

mitte ausgeschieden wird, wahrend 
das viskése ..Ekitoplasma™ hyalin bleibt, weil jede Koagulation durch die 
grofte Viskositat des Mediums behindert wird (vgl. Lepeschkin 1926b) 
(vgl. Abb. 17). Das Ektoplasma enthilt bekannilich keine Kérnchen auch in 
der lebenden Zelie. Andererseits kann das Ektoplasma sowohl in der Zelle 
als auch in den Fluoidtropfen fehlen (vgl. Abb. 5 und Lepeschkin 1926a). 





Bei einer Verdiinnung der die Fluoidtropfen umgebenden Lésung mit 
Wasser saugen diese Wasser auf und ihr Volumen nimmt zu. Da die das 
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Fluoid bildenden Mizellen sich nur allmahlich wieder mit Wasserhiillen um- 
geben, so kommt es gewohnlich vor, dafi in verschiedenen Teilen der Fluoid- 
tropfen die Mizellen nicht gleichzeitig auseinandergehen und sich im auf- 
gesogenen Wasser lésen, so dafi in den Tropfen Vakuolen entstehen. Beim 
weiteren Aufsaugen des Wassers gehen aber die meisten Mizellen in Lé- 
sung, die Vakuolen verschwinden und die Tropfen werden gelést. Wird 
aber Wasser zu rasch aufgesogen oder ist die Viskositiit des Fluoids zu hoch, 
so bilden sich keine Vakuolen und die Tropfen verblassen und lisen sich 
einfach. Eine analoge Erscheinung wird bekanntlich auch am Protoplasma 
von Meerestieren und Pflanzen beobachiet, wenn es mit verdiinntem Meer- 
wasser in Beriihrung kommt (vgl. Lepeschkin 1925, 1926aa): Wasser 
wird durch das Protoplasma aufgesogen und in ihm entstehen Vakuolen. 
Die Auflésung desselben findet aber gewoéhnlich nicht statt, weil die Ober- 
flachenschicht des Protoplasmas infolge 
einer zu raschen Deformierung koagu- 
liert (Lepeschkin 1939). Ist aber das 
Protoplasma gegen mechanische Schidi- 
gungen wenig empfindlich, wie z. B. das 
aus den Chara-Zellen ausgetretene Pro- 
toplasma, so list es sich nach der Ver- 
Bs oe diinnung der umgebenden Liésung auf 
Abb. 18. Riickstand (Koagulat) nach (Umrath 1955, Lepeschkin 1959). 
dem Auflésen des Fluoidtropfens Es soli noch erwaihnt werden, daft die 
beim Verdiinnen der umgebenden gallertartig erstarrten Fluoide (bei ge- 
Léisung (ccm Albumose, 2cem  niigend grofen Gelatine- und Lipoid- 
Gelatine, 0,03 g Albumin, 3ccm 2%  gehalt, oder  altes  Lezitalbumose- 
Lezithin, 0,01 g Cholesterin). Fluoid, oder Lezithohimoglobin-Fluoid) 
bei der Verdiinnung der umgebenden 
Lésung mit Wasser, wie auch erstarrtes Protoplasma, nicht gelést werden. 
Die Ahnlichkeit zwischen den beiden Arten der kolloiden Systeme (den 
Fluoiden und dem Protoplasma) kommt auch darin zum Ausbruch, daf 
beide beim Auflésen der Kérnchen hinterlassen, die nicht gelést werden 
(fiir das Chara-Protoplasma hat dies Umrath beobachtet, a.a.O.). Aber 
auch eine Art der Koagulation kann bei der Wirkung des Wassers auf 
Fluoide beobachtet werden, die an diejenige des Protoplasmas erinnert. Die 
entstehenden Kérnchen kénnen dabei so dicht gelagert sein, daft ihre Masse 
fast das Volumen des Tropfens ausfiillt, wie es in Abb. 18 zu sehen ist. 





In meiner Kolloidchemie des Protoplasmas habe ich keinen besonderen 
Wert darauf gelegt, ob das fliissige Protoplasma mit wasserigen Lésungen 
oder mit reinem Wasser nicht mischbar ist. Hier soll aber betont werden, 
daf das fliissige Protoplasma, wie Fluoide der Lipoproteide, nur mit Lé- 
sungen von einer Konzentration, die derjenigen der unter normalen Ver- 
haltnissen das Protoplasma oder das Fluoid umgebenden Lésung nicht stark 
nachsteht, nicht mischbar ist. Im speziellen Fall bei Wasserpflanzen, z. B. 
bei Chara, ist unter dieser Konzentration nicht die des umgebenden Wassers. 
sondern die Zellsaftkonzentration zu verstehen. Das Protoplasma dieser 
Pflanze ist in einer 6%igen Zuckerlésung scharf abgegrenzt, verliert aber 
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die Abgrenzung bei der Verdiinnung derselben (Lepeschkin 1939). 
Fauré-Fremiet (1933) betont, daf das Protoplasma von Oozytén und 
Eiern der Meertiere nicht im Meerwasser, sondern in destilliertem Wasser 
léslich ist. Derselbe Forscher gibt ebenfalls an, da das Zytoplasma der 
Eier von Raja Batis nach der Auflésung in Wasser, durch konzentriertes 
Ammoniumsulfat oder Alkohol niedergeschlagen werden kann. Somit ist 
es in dieser Beziehung den Fluiden der Lipoproteide ahnlich. 


Die Erwairmung bis 40° und 50° fiihrt, wie die Wasseraufnahme, zur 
Vakuolisierung der Fluoide der Lipoproteide und weiter zum Verschwinden 
der Vakuolen und der Auflésung der Fluoidtropfen, die nach der Ab- 
kiihlung wieder erscheinen. Bei gemischten Fluoiden (z. B. bei II, 3) bleiben 
nach der Auflésung der Tropfen Kérnchen (oder Kerne) zuriick. Was nun 
das fliissige Protoplasma anlangt, so kommt dessen Auflésung beim Er- 
warmen nicht in Frage, weil bei hoher Temperatur eine Koagulation und 
Erstarrung des Protoplasmas eintritt, obwohl eine Vakuolisierung beim 
Erwarmen des Protoplasmas mehrfach beobachtet wurde (vgl. die Literatur 
bei Lepeschkin 1937). 


Bei der giftigen Neutralsalzwirkung auf Protoplasma sind die gleichen 
Tonen die aktivsten, die in den Fluoidtropfen der Lipoproteide einen Nieder- 
schlag am leichtesten hervorrufen. Da aber die giftige Salzwirkung mit der 
Koagulation im Protoplasma zusammenhingt (Lepeschkin 1937, S. 132), 
so ist die lonenwirkung auf beide Arten der kolloidalen Systeme ahnlich °. 


Wurden Salze zu der das Fluoid der Lezithoalbumose (I, 2) umgebenden 
Lésungen zugesetzt, so rief Natriumsulfat auch bei der Sattigung keinen 
Niederschlag in den Fluoidtropfen hervor, wahrend Natriumchlorid ihn bei 
der Sattigung und Natriumrhodanat schon bei verhaltnismafig schwacher 
Konzentration hervorruft. Andererseits rief Kaliumchlorid keine Koagula- 
tion in den Tropfen auch bei Sattigung hervor, waihrend Kaliumbromid sie 
bei Sattigung und Kaliumjodid bei einer kleinen, aber etwas gréeren Kon- 
zentration als Kaliumrhodanat verursachte. Litiumsalze waren unwirksam. 
Die lonenreihen mit der zunehmenden Fahigkeit eine Koagulation in den 
Fluoidtropfen hervorzurufen waren die folgenden: Na, Li<(c K, NHi< Ca 
und SO, < Cl< Br< J < CNS. Dieselben Reihen sind auch fiir das Proto- 
plasma bekannt, obwohl Ca-Salze gewohnlich ungiftiger als Alkalisalze 
sind. Die Ursache davon liegt in einer geringen Permeabilitaét des Proto- 
plasmas fiir Ca-Salze. Ist aber dasselbe fiir Ca-Salze permeabel, so sind 
diese Salze noch giftiger als Alkalisalze (Literatur bei Lepeschkin 1937 
und 1938b). Eine analoge Erscheinung wird auch bei der Einwirkung von 
CaCl, auf das Fluoid der Lezithoalbumose beobachtet. Wurde eine 3,7%ige 
Lésung dieses Salzes am Rande des mikroskopischen Priparats der Fluoid- 
tropfen zugesetzt, so wurde eine Haut an der Tropfenoberflache gebildet: 
da aber das Waser infolge der Zerstérung des Gleichgewichts des Systems 
von den Tropfen aufgesaugt wurde, so platzte die Haut, und CaCl, drang 

* Die einschlagige Literatur iiber die Salzwirkung auf Protoplasma ist in mei- 
ner Kolloidchemie des Protoplasmas zu finden (1938b). 
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in das Tropfeninnere ein und bildete einen kérnigen Niederschlag in dem- 


selben. 

Der letzte Versuch zeigt, da die Bildung der Haut an der Fluoidober- 
flache das Eindringen des Kalziumchlorids in die Tropfen hindert, so daf 
anzunehmen ist, da die Permeabilitat des Fluoids fiir CaCl, gering ist. 
Daft Wasser in die Tropfen leicht eindringt, zeigt eine sofortige Vakuolisie- 
rung derselben bei der Verdiinnung der umgebenden Lésung. NaCl dringt 
aber in die Tropfen viel langsamer ein, was aus dem folgenden Versuch 
zu ersehen ist. In der das Fluoid umgebenden Liésung wurde NaCl gelést 
und nach einiger Zeit wurde am Rande des mikroskopischen Priparats 
Wasser zugesetzt. Das Volumen der Tropfen nahm viel bedeutender zu als 
in dem Falle, wenn vorher kein Salz zugegeben war. NaCl blieb also in den 
Tropfen und entwickelte einen osmotischen Druck in ihrem Inneren. Noch 
weniger dringt Rohrzucker in die Tropfen ein. Wurde z. B. 30%iger Zucker 
in der das Fluoid umgebenden Lésung gelést, so verschwanden alle Va- 
kuolen in den Fluoidtropfen und diese wurden vollkommen homogen, wenn 
sie nur Lezithin und Albumose enthielten. Das Wasser der Fluoidtropfen 
wurde von Zucker dermafen entfernt, da die Tropfen gallertartig er- 
starrten. 


Zum Schluf® soll noch das Verhalten der Fluoide der Lipoproteide und 
des Protoplasmas gegen Anilinfarbstoffe verglichen werden. Das Fluoid der 
reinen Albumose (abgesetzt aus Albumoselésungen durch Sulfosalizylsaiure 
oder Ammoniumsulfat, also in saueren oder alkalischen Lésungen) speichert 
Anilinfarbstoffe unabhangig von der Reaktion der umgebenden Lisung sehr 
stark. Fluoide der Lezithoalbumose und anderer Lipoproteide werden da- 
gegen nur in dem Falle durch Methylenblau und Neutralrot (zugesetzt zu 
der umgebenden Lésung) merklich gefirbt, wenn sie wenig Lipoide ent- 
halten (z. B. auf 1 Volumen 10%iger Albumose 0,1 Volumen 4%ige Lezithin- 
lésung). Aber auch in diesem Falle ist die Farbung der nach der Auflésung 
der Fluoidtropfen in Wasser zuriickbleibenden Kérnchen nur sehr schwach. 
Enthalt aber das Fluoid viel Lipoide (z. B. auf 1 Volumen Albumose 0,5 Vo- 
lumen Lezithinlésung), so speichern die Fluoidtropfen die Farbstoffe gar 
nicht und werden durch diese nur sehr schwach gefarbt*. Eosin farbte 
sie tiberhaupt nicht. Wurde eine 0,01%ige Methylenblaulésung in Wasser 
am Rande des mikroskopischen Praparats des Fluoids (vgl. S. 340, 
Fluoid II, 3) langsam zugesetzt, ‘so farbten sich die Tropfen zuniachst gar 
nicht; nachdem aber unter der Einwirkung des Wassers Vakuolen in den- 
selben entstanden waren, farbten sich die Tropfen. Nicht selten wurden 
dabei Oberflichenhaute ausgebildet, die infolge der Wasseraufsaugung 
durch die Tropfen platzten, wobei der Tropfeninhalt herausfloR. Das Me- 
thylenblau farbte in diesem Falle nicht nur die Oberfliche, sondern auch 
das Tropfeninnere, die ausgetretenen Kérnchen mit einbegriffen. Das le- 

* Werden die Fluoidtropfen mit Farbstoffkristallchen (Methylenblau, Neutral- 
rot) gemischt, so fairben sich die in der Nihe der Kristillchen befindlichen Tropfen. 


In diesem Falle ist eine chemische Reaktion zwischen dem Farbstoff und Proteinen 
anzunehmen. 
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bende und unbeschadigte Protoplasma wird bekanntlich, durch basische 
Farbstoffe in neutralen oder schwach sauren Lisungen nicht gefiarbt. Nach 
der Einwirkung verschiedener schadlicher Bedingungen, deren schiadliche 
Wirkung noch so schwach sein kann, daft sie keine morphologischen Ver- 
ainderungen in den Zellen hervorruft, kann aber die lebende Materie durch 
Anilinfarbstoffe schwach gefarbit werden (vgl. die Literatur: Lepeschkin 
1937, 1838b, auch: Heréik 1928, Kiszely 1939, Zweigbaum 1939, Mi- 
cholovski 1939, Pirson und Alberts 1941, Kiister 1940 u.a.). Da 
bei der Schadigung des Protoplasmas Wasser von demselben aufgenommen 
wird, wobei sehr oft Vakuolen in seinem Inneren erscheinen, so wird die 
Farbung des lebenden Protoplasmas (nach der Schadigung) und der Fluoide 
der Lipoproteide (nach der Vakoulisie- 
rung) wahrscheinlich durch die Hydra- 
tationsverstarkung hervorgerufen, die 
zu einer Auseinanderschiebung der 
Fluoidmizellen fiihrt und dadurch das 
Eindringen des Farbstoffes begiinstigt. 
Daf das Aufnehmen des Wassers 
durch das lebende Protoplasma seine 
Vitalfarbung begiinstigt, beweisen di- 
rekte Versuche (vgl. Zweigbaum 
a.a.O., GroBfeld 1938). Die Ahn- Abb. 19. ,,.Einkernige Zellen“ nach 
lichkeit der beiden kolloiden Systeme Fixierung und Farbung. 

aiuRert sich auch darin, dai beide be- 

sonders leicht nach der Fixierung gefarbt werden. Merkwiirdig ist, daf, in 
dem Falle, wenn statt zahleicher Kérnchen nur ein einziger Kern in jedem 
Tropfen beobachtet wird (vgl. Abb. 10 und 11), er nach der Fixierung 
mit Alkohol durch Methylenblau starker als die iibrige Tropfenmasse ge- 
farbt wird (vgl. Abb. 19). 





Zusammenfassung 


Nach der Festsetzung der kolloidchemischen Nomenklatur, die in der 
Arbeit Verwendung findet, wurde eine kritische Ubersicht der vorhandenen 
Theorien der Protoplasmastruktur gegeben. 

Die alten Theorien der morphologischen Struktur des Protoplasmas von 
Frommann, Flemming und Altmann betrachieten nur temporar 
entstehende Protoplasmaeinschliisse oder grobe Strukturen, die oft durch un- 
belebte Kérnchen oder Vakuolen gebildet werden, als den allgemein giiltiger: 
Bau der lebenden Materie. Andererseits ist Biitschlis Theorie der Schaum- 
struktur derselben schon deshalb abzulehnen, weil diese Strukturen mit den 
fliissigen Eigenschaften des Protoplasmas derselben (Zytoplasmas) nicht 
vereinbar ist; aus Gas und Fliissigkeit oder aus zwei Fliissigkeiten gebildete 
Schaumstrukturen besitzen gallertartige Eigenschaften. Zufallig auftretende 
Schaumstrukturen im Protoplasma sind gewohnlich durch Nahrungsmaterial 
oder Vakuolen gebildet. Obwohl das fliissige Protoplasma oft die Struktur 
einer Emulsion hat (Berthold), kénnen andere Arten der lebenden Ma- 
terie eine andere Struktur besitzen. Mit Reinke, Fischer und Rizitka 
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haben wir also anzunehmen, daf mikroskopische Protoplasmastrukturen 
im allgemeinen polymorph sind und daf es keine einheitliche morpholo- 
gische Struktur der lebenden Materie geben kann. Wenn von einer Struk- 
tur des Protoplasmas iiberhaupt die Rede sein soll, kann diese nur kol- 
loidchemischer Natur sein. Im speziellen Fall, wenn das Protoplasma fliissig 
ist, erscheint es unter dem Mikroskop als eine grobe Emulsion oder zugleich 
auch als eine Suspension und besitzt auferdem die Eigenschaften einer 
hydrophilkolloiden Lésung. 

Die in letzter Zeit gemachten Versuche, eine Theorie einer einheitlichen 
submikroskopischen Struktur der lebenden Materie zu geben, indem in allen 
Arten derselben ein Geriist aus verwachsenen Polypeptidketten angenom- 
men wurde (Seifriz, Frey-Wissling), scheiterten in Anwendung auf 
das fliissige Protoplasma, weil diese Theorie den bekannten kolloidchemi- 
schen Tatsachen widerspricht. Das fliissige, flieRende Protoplasma kann in 
keinem Fall ein solches Geriist besitzen, weil die Entstehung der Briicken 
zwischen fadenférmigen Molekiilen oder Mizellen immer zur Erstarrung 
eines kolloiden Systems fiihrt. Diese Struktur k6nnte nur totes und er- 
starrtes Protoplasma haben. Die einzig mégliche Struktur des fliissigen 
Protoplasmas ist seine Fluoidstruktur. 

Da die Grundsubstanzen der lebenden Materie (Vitaide) Komplexe von 
Eiweifkérpern, Lipoiden und anderen Substanzen darstellen, wurden, in 
der dargelegten Arbeit, Fluoide der einfachsten Lipoproteide kiinstlich her- 
gestellt und ihre morphologischen und physikalischen Eigenschaften mit 
denjenigen des Protoplasmas verglichen. Diese Eigenschaften sind bei den 
Fluoiden aus Lezithin, Cholesterin, Albumose, Eialbumin, Gelatine und 
Oxyhiamoglobin denjenigen des Protoplasmas ahnlich. 
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Plastiden-Riickverlagerung nach Zentrifugierung' 
und Narkose 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien) 
Mit 2 Textabbildungen 
(Eingelangt am 7. April 1944) 


Seit Mercklin (1850) wurde das Problem der Gestalt- und der Lage- 
veranderungen der Plastiden wiederholt untersucht. Bei Senn (1908), 
Schiirhoff (1924), Kiister (1927, 1935, 1937) u. a. finden sich diesbeziig- 
liche Angaben. Zahlreiche Untersuchungen an verschiedenen Objekten 
(Schimper 1885, Senn 1908, Kiister 1911, 1927, Heitz 1937, Peteler 
1939 u. a.) stellten eine Formveranderung der Chromatophoren unter der 
Einwirkung verschiedener Faktoren fest. Viele Algen liefern fiir solche 
Untersuchungen ein geeignetes Material, da an ihren Plastiden ein auf- 
fallender améboider Formwechsel wiederholt beobachtet werden konnie. 
Literaturangaben iiber solche améboide Formveranderungen bei Algen- 
chromatophoren finden sich vor allem bei Peteler (1939), Kiister (1937) 
u.a. Nach der Auffassung Senns erfolgt die Verlagerung der Plastiden 
aktiv durch Formveranderungen der Plastiden und verlauft daher unab- 
haingig von der Plasmastrémung (vgl. Sauvageau 1917). Die Chromato- 
phoren vollziehen nach Senn ihre aktiven Bewegungen innerhalb des 
Protoplasmas mit Hilfe farbloser plasmatischer Pseudopodien (Peristro- 
mium). Die Mehrzahl der Autoren (Kiister 1906, 1935, Knoll 1908, Lins- 
bauer und Abramowicz 1909, Guilliermond 1933 u.a.) nimmi jedoch 
an, daft die Verlagerung der Plastiden passiv durch die Zytoplasma- 
strémung erfolgt, ohne daft die Formverainderungen der Chromatophoren, 
die durch Veranderungen der Oberflachenspannung verursacht werden, da- 
bei eine wesentliche Rolle spielen. Kiister (1935) schreibt: ,,.In der Frage 
nach der Mechanik der Plastidenwanderungen ist das letzte Wort noch 
nicht gesprochen.* 

Die vorliegenden Beobachtungen, die an der Alge Eremosphaera viridis 
gemacht wurden, stellen insoferne einen Beitrag zur Frage der Plastiden- 
bewegungen dar, als sie sich auf die Riickverlagerung der Chloroplasten 
nach vorhergegangener Zentrifugierung beziehen. Das Material, das Herr 
Obermedizinalrat Dr. O. Kopetzky-Rechtperg mir freundlicherweise 





* Die sprachliche Revision iibernahm Privatdozent Lotte Reuter, wofiir ich 
herzlichst danke. 
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zur Verfiigung stellte, stammte von einer Moorwiese vom Seeufer bei Hall- 
statt im Salzkammergut. Wahrend der Untersuchungen wurde das Material 
im Standortwasser im Kalthaus des Wiener Institutes gehalten. 

Uber Eremosphaera viridis De By. berichtet Chodat (1895) folgendes: 
»-.. Wenn die Alge vollkommen entwickelt ist, hat sie die Form einer 
groen Kugel (diam. 100—150 ~). Die Zellhaut ist diinn und lat sich nicht 
durch ammoniakhaltiges Kongorot farben, wohl aber ihr innerer Belag. In 
der Mitte befindet sich ein grofer Zellkern ... Von der Protoplasmatasche, 
die den Kern umgibt, laufen Plasmastrange oder Lamellen nach der Peri- 
pherie und verbinden so dieselbe mit dem wandstandigen Protoplasma- 
belag ... In dem letzteren bemerkt man zahlreiche Chromatophoren. 
welche von auffen gesehen den Eindruck von mehr oder weniger eckigen 
oder unregelmafRig zerschlitzten Scheiben oder spindelférmigen Kérpern 
machen. Von ihrer Mitte aus verlangern sich diese Platten nach innen in 
einem gewohnlich kurzen konischen oder nach zwei oder drei Richtungen 
gefliigelten Fortsatz, was den Chromatophoren, von aufen gesehen, einen 
verschieden geformten zentralen oder exzentrischen dunkleren Fleck ver- 
leiht. Alle diese Chromatophoren sind durch dichtere netzférmig angeord- 
nete Protoplasmastrange verbunden. In ihrem Inneren kommt immer ein 
ziemlich groBes Pyrenoid vor, welches durch angehaufte Starkekérner be- 
deckt werden kann.“ 

Was den EinfluB des Lichtes auf die Anordnung und die Lageverande- 
rung der Chromatophoren betrifft, so stellte Senn (1908) bekanntlich auf 
Grund der markanten Erscheinungen bei Eremosphaera einen eigenen Ere- 
mosphaera-Typus auf: die zahlreichen Chromatophoren der annahernd 
gleichachsigen freilebenden Zellen vollziehen ihre Wanderungen aufer im 
Wandbelag auch in den zum zentral gelegenen Kern fiihrenden Plasma- 
strangen. ; 

Bei meinen Untersuchungen wurde das Material zentrifugiert und die 
Riickverlagerung der Plastiden einerseits in Standortwasser, andererseits 
nach Behandlung mit Atherwasser beobachtet. 


1. Riickverlagerung der Chloroplasten nach bloBSer Zentrifugierung 


Das Versuchsmaterial wurde im Zentrifugenréhrchen in einer elektrischen 
Zentrifuge (Radius = 15cm) bei einer Tourenzahl von 3000 Umdrehungen 
in der Minute durch 7, 10 und 15 Minuten zentrifugiert. Bei allen Ver- 
suchen zeigten die Zellen von Eremosphaera eine vollstandige Verlagerung 
der Chloroplasten an den zentrifugalen Pol der Zelle. Bei der Zentrifugie- 
rung bleiben samtliche Zellen am Leben, Eremosphaera kann also zu den 
Zelltypen gerechnet werden, die das Zentrifugieren vertragen (Mottier 
1899, Andrews 1903, 1915, Héfler 1936). Abb. 1a zeigt eine Eremosphaera, 
die durch zehn Minuten bei 3000 Umdrehungen in der Minute zentrifugiert 
wurde. Die Chloroplasten sind an den zentrifugalen Pol verlagert, wo sie 
eine dicke, schwarzgriine Kappe bilden; auch bedeutende Mengen des 
Zytoplasmas erfahren gemeinsam mit dem Zellkern eine Verlagerung in 
derselben Richtung. An den Zellwanden bleibt ein diinner Plasmabelag 
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erhalten, von dem aus Plasmastrange zu dem am zentrifugalen Pol der 
Zeile angehaiuften Zytoplasma verlaufen. Die Verlagerung der Chloro- 
plasten infolge der Zentrifugierung erfolgt so vollstandig, daf sich nur 
aiuferst selten in diesen Zytoplasmastrangen nach der Zentrifugierung noch 
vereinzelt Chromatophoren beobachten lassen. Die zahlreichen in der Zelle 
enthaltenen Oltrépfchen sammeln sich infolge ihres geringen spezifischen 
Gewichtes am zentrifugalen Pol der Zelle an (Abb. 2) oder bleiben in den 
Plasmastrangen eingebettet (Abb. 1 a). 

Nach der Zentrifugierung wurde das Versuchsmaterial bei diffusem Licht 
in vollkommener Ruhe gehalten und nach Ablauf bestimmter Zeitiniervalle 
an vielen Zellen der Fortgang der Riickverlagerung beobachtet. Schon kurze 
Zeit nach der Beendigung der Zentrifugierung setzt die Riickverlagerung der 
Chloroplasten ein (Abb. 1b), die nach 4’—1 Stunde ziemlich weit gediehen ist 
und nach 2, langstens 4 Stunden vollstandig vollzogen ist. Auch der Kern 
nimmt wieder seine urspriingliche Lage in der Zelle ein*. Der ganze Zell- 
inhalt weist nach Ablauf der angegebenen Zeit wieder eine vollstandig 
normale Anordnung auf. Die Riickwanderung der Chloroplasten erfolgt 
sowohl im plastischen Wandbelag als auch in den Plasmastringen. Ver- 
glichen mit Spirogyra oder Closterium erfolgt also die Wiederherstellung 
des situs nach der Schleuderung bei Eremosphaera viridis besonders rasch 
(Hoéfler 1942). 

Infolge der kurzen Zeit, die die Riickverlagerung der Plastiden bei dem 
verwendeten Material beanspruchi, war es mir méglich, den ganzen Vor- 
gang an ein und derselben Zelle unter dem Mikroskop zu verfolgen. Dabei 
mute danach getrachtet werden, die Zelle wahrend der ganzen Beobachtung 
in derselben Lage zu erhalten. da die Zellen im allgemeinen die Tendenz 
zeigen, den Pol, an den die Chloroplasten angehauft sind, infolge der Wir- 
kung der Schwerkraft nach unten zu verlagern . Fig. 1 zeigt den Ablauf der 
Riickverlagerung der Chloroplasten, wie er in einer Zelle fortlaufend inner- 
halb von 2 Stunden beobachtet werden konnte. Die Art und Weise, in der 
die Riickwanderung der Plastiden erfolgt, erweckt den Eindruck, dab diese 
Riickverlagerung passiv verliuft. Die Form der Plastiden bleibt unver- 
andert und niemals konnte ich wahrend des geschilderten Vorganges Pseudo- 
podien oder im allgemeinen Formveranderungen an den Plastiden feststellen 
(vel. Senn 1908, S. 294). Die Plastiden behalten die von Chodat (1895) als 
charakteristisch beschriebene Form bei. 


2. Riickverlagerung der Plastiden nach Zentrifugierung 
und nachtraglicher Atherbehandlung 


Es ist bekannt, da die durch Verianderung der Belichtungsverhialtnisse 
hervorgerufene Chromatophorenverlagerung durch chemische Faktoren in- 
folge ihrer schadigenden Wirkung auf die Chromatophoren oder durch Auf- 
heben der Lebenstitigkeit der ganzen Zelle gehindert wird (Schiirhoff 
1924). Ather hemmt von einer bestimmten Konzentration an die Chromato- 


? Die Lage des Kernes wurde sowohl vor als auch nach der Zentrifugierung an 
mit Karminessigsiure gefarbtem Material festgestellt. 








bo | 
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Abb. 1. Verlauf der Riickverlagerung der Chloroplasten nach Zentrifugierung. 
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phorenbewegungen (Elf ving 1886, Senn 1908, Linsbauer und Abramo- 
wicz 1909, Schiirhoff 1924 u.a.). 

Bei den weiteren Versuchen mit Eremosphaera wurden die zentrifugierten 
Zellen mit 0.5%, 1% und 2% Atherwasser behandelt. Die Herstellung der 
verschiedenen Konzentrationen erfolgte durch Verdiinnung einer Ather- 
stammlésung mit Standortwasser. Die Zentrifugenréhrchen, in denen sich 
die Zellen befanden, wurden sorgfaltig verschlossen gehalten; nach Ablauf 
von bestimmten Zeitintervallen wurde die Lage der Chloroplasten kontrol- 
liert. Dabei zeigte es sich, daf sich die Wirkung des Athers bei allen ver- 
wendeten Konzentrationen in einer Hemmung der Riickverlagerung aufert. 
da in Atherwasser in den Zellen noch nach 24 Stunden keine Riickverlage- 
rung «ler Chloroplasten erfolgte. 

Wurden jedoch nach einer 2—4stiin- 
digen Einwirkung des Atherwassers dic 
Rohrchen gedffnet und durch die Ver- 
dunstung des Athers die Zellen wieder 
in normalen Zustand versetzt, so zeigte 
sich folgendes: Bei der Behandlung mit 
05%, bzw. 1% Atherwasser kehrt, wenn 
die Objekte unter normale Bedingungen 
gebracht werden, die Verlagerungsfahig- 
keit der Chloroplasten zuriick. Die Riick- 
verlagerung erfolgt jedoch wesentlich 
langsamer. Sie beanspruchi eine Zeit von 
10 bis 20 Stunden. 

Durch die Einwirkung von 2% Ather- 
Abb. 2: Eremosphaera viridis | Wasser werden die Zellen jedoch so 
nach Zentrifugierung und Be- stark geschadigt, daft sich nach Uber- 
handlung mit 2% Atherwasser. fiihrung der Zellen in normale Be- 
Die Plasmastrange sind zerrissen. dingungen keine Riickverlagerung mehr 

beobachten lat. Vereinzelte abwei- 
chende Ergebnisse, die darin bestehen, daf® in einigen wenigen Fallen 
nach einer Behandlung mit 0,5%, bzw. 1% Atherwasser die Riickverlagerung 
nicht vollstandig oder gar nicht erfolgt, lassen sich durch Unterschiede im 
physiologischen Zustand der einzelnen Zellen erklaren. Es ist bemerkens- 
wert, da sich die Wirkung von 2% Atherwasser in der Mehrzahl der Fille 
in einem Zerreifen der Plasmastriinge aufert (Fig. 2). Ausnahmsweise lat 
sich auch dieselbe Beobachtung nach Behandlung mit 0,5% oder 1% Ather- 
wasser machen. 





Was die Wirkung der Atherlésung auf die Riickverlagerung der Plas- 
tiden betrifft, so lieBe sich daran denken, daft die Narkotika in erster Linie 
die Viskositat des Protoplasmas beeinflussen werden. Lepeschkin (1938) 
fiihrt Angaben dafiir an, da schwache Konzentrationen in vielen Fallen 
eine Verminderung der Plasmaviskositat hervorrufen. Germ (1932, 1933 a, 
1933 b), der nach Narkose eine Beschleunigung der Plasmasystrophe be- 
obachien konnie, vertritt die Auffassung. daft die Geschwindigkeit, mit der 
die Systrophe erfolgt, weitgehend und in erster Linie vom Viskositatswider- 
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stand des zu verlagernden Protoplasmas abhingig ist. Da die Herabsetzung 
der Viskositét offenbar die Widerstinde im Protoplasma vermindert, so 
lieRe sich die verzégerte Riickverlagerung der Chloroplasten bei Behandlung 
mit Narkotika nicht erkliren. Die Deutung der Beobachtung kann nur 
darin bestehen, daf nicht der Mechanismus, sondern die aktive Leistung des 
Protoplasmas durch den Ather beeinfluft wird und daft der Riickverlage- 
rungsvorgang daher als ein aktiver Vorgang des lebenden Protoplasmas ange- 
sehen werden muf, der durch Narkose in reversibler Weise zeitweilig aus- 
geschaltet wird. 
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Uber die Resistenz pflanzlicher Plasmen gegen Vanadium 
Von 


Richard Biebl 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien) 


(Eingelangt am 16. April 1949) 


Einleitung 


In einigen vorangegangenen Arbeiten (Bieb] 1947 a, b, 1949) wurde darauf 
hingewiesen, daft bei Resistenzuntersuchungen unterschieden werden muf zwischen 
»Okologischen Resistenzen“ und ,,nicht-umweltbedingten konstitutionellen Resisten- 
zen“. Die ersten beziehen sich auf Einwirkungen chemischer oder physikalischer 
Art, denen die Pflanzen auch am natiirlichen Standort ausgesetzt sind und die 
in ihren Extremwerten bestimmend sind fiir die Existenzméglichkeit der Pflanzen 
an diesem Standort. Die zweiten betreffen das Verhalten der Pflanzenzellen gegen- 
iiber Stoffen oder Einfliissen, denen die Pflanzen am natiirlicien Standort im all- 
gemeinen nie in gréferem Ausmaf begegnen, so daft eine besonders hohe Wider- 
standskraft oder Empfindlichkeit gegen diese Einwirkungen zur Charakteristik 
nicht-umweltbedingter Plasmaeigenschaften und damit zur Unterscheidung ver- 
schiedener pflanzlicher Plasmasorten herangezogen werden kénnen. 

Die sogenannten Spurenelemente haben sich als derartige ,,Teststoffe“ besonders 
geeignet erwiesen. Zink, Mangan und Chrom als Sulfate und Bor als Borsaure 
in Konzentrationsreihen von 0,0001% bis 3% geboten, lieBen fiir verschiedene 
pflanzliche Plasmen verschieden hoch liegende Resistenzgrenzen auffinden. Dabei 
war fiir das Plasma einer bestimmten Pflanze nicht eine allgemein hohe Resistenz 
oder Empfindlichkeit gegeniiber diesen Substanzen, sondern eine ganz bestimmte 
»Resistenzkombination“ kennzeichnend. Die Mannigfaltigkeit dieser Kombinationen 
wird steigen mit der Auffindung weiterer Elemente, denen gegeniiber sich ver- 
schiedene Pflanzenzellen verschieden resistent verhalten. 

Als ein solches geeignetes Element wurde das Vanadium erkannt, und zwar 
verwendet in der Form des blau kristallisierenden, wasserléslichhen Vanadylsulfats 
(VOSO.). 

Vanadium wurde in geringen Mengen in vielen Pflanzenaschen, z. B. in 
denen von Hiilsenfriichtlern gefunden (Gericke 1939). Ferner wurde Vanadium 
in der Asche der Runkel- und Zuckerriibe, des Weinstocks, von Fagus, Quercus, 
Picea, Abies, Populus und Carpinus (Czapek 1920, zitiert in Linstow 1924) 
und in verschiedenen Sand- und Meerespflanzen (Vinogradov 1934) fest- 
gestellt. Auch Kohle enthalt Vanadium. 

Vanadium ist also fiir die Pflanzen kein physiologisch fremdes Element. Be- 
sonders von angewandt-botanischer Seite (Zusammenfassung bei Scharrer 1944) 
durchgefiihrte Diingeversuche zeigten, daf geringe Zugaben von Kalzium- oder 
Ammoniumvanadat in manchen Fallen zu merkbaren, wenn auch geringen Ertrags- 
steigerungen fiihren. Gericke und Rennenkampf f (1940) fanden im Durch- 
schnitt ihrer Versuche eine Ertragssteigerung um rund 3%. Beim Rotklee kommt 
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es vor allem zu einer besseren Ausbildung des Wurzelsystems. Zwiebel nach Rot- 
klee gebaut, zeigte eine bessere Entwicklung. Dieser Erfolg wird auf eine durch 
die Wurzeln, bzw. Knéllchenbakterien des Rotklees bedingte stirkere Stickstoff- 
sammlung im Boden zuriickgefiihrt. Bodenuntersuchungen nach Abschluf des 
Versuchs liefen auch tatsachlich einen héheren Stickstoffgehalt in dem mit Vana- 
dium gediingten Teilstiick nachweisen. Auch Bortels (1938) wies schon auf eine 
geférderte Entwicklung von stickstoffbindenden Bakterien in Abhangigkeit von 
Spurenelementen hin. Bei gleicher Konzentration, in der Kalziumvanadinat einen 
férdernden Einflu& hatte, wirkte Vanadinchlorid schaédlich. Vanadium als Kation 
geboten scheint somit schidlichher zu sein (Gericke und Rennenkampff 
1939/40). 

Es wird weiter zu verfolgen sein, ob Resistenzuntersuchungen von der Art wie 
sie im folgenden vom vergleichend protoplasmatischen Standpunkt aus durch- 
gefiihrt wurden, auch fiir praktische Fragen der Landbauwissenschaft Bedeutung 
gewinnen kénnen. 


I. Resistenzuntersuchungen 


Zur Feststellung der Resistenzgrenzen wurden Epidermisschnitte, in den 
meisten Fallen von den Blattstielen, in einigen auch von der Blattober- oder 
-unterseite, in Lésungen von Vanadylsulfat in den Konzentrationsstufen 
von 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1,0 und 3,0% und in einigen Versuchen auch noch 
in 5, 10 und 20% VOSO, eingelegt und 48 Stunden spiater auf ihren Lebens- 
zustand gepriift. Die Lésungen wurden mit iiber Quarzglas doppeltdestil- 
liertem Wasser angesetzt. Die Kontrollen in bidestilliertem Wasser waren 
nach Schluf des Versuches stets noch vollkommen frisch und lebend. 

Die Lésungen erfahren nach kurzer Zeit Farbwandlungen. Unmittelbar 
nach der Herstellung ist die 3%ige Lésung ultramarinblau, die 1%ige schwach 
blau und alle iibrigen farblos. Nach 24 Stunden hatten, bei einer Tempera- 
tur von etwa 20°C, die Lisungen (10 cm*-Lésung in 30 cm*-Flischchen) zum 
Teil deutliche Farbanderungen erfahren: Die 3%-Lésung war unverandert 
ultramarinblau, die 1%-Lésung war smaragdgriin, die 0,1%-Lésung gelbgriin 
und die 0,01%ige hatte noch einen leicht gelblichen Stich. Erst die 0,001- und 
0.0001%-Lésungen blieben farblos. In den folgenden Tagen traten aufer 
einer Vertiefung der Farben keine wesentlichen Veranderungen mehr auf. 
Daf es sich dabei um eine Wirkung des Sauerstoffes handelt, wird aus fol- 
gendem Nebenversuch ersichtlich: Es wurden je zwei Lésungsreihen 
einmal fest verkorkt und einmal offen licht- und dunkelgestellt. Die Ver- 
farbungen traten im Licht und im Dunkel gleichermafen ein, jedoch jedes- 
mal in den offenen Flaschchen intensiver als in den verkorkten. Pirschle 
(1934) beobachtete in seinen Kulturlésungen eine blaugriine Farbung bei 
Vanadylchlorid und eine dunkelsmaragdgriine bei den Vanadaten. 

Die Versuche wurden zum gréftien Teil im Juli 1948 bei Lésungstempera- 
turen von 23 bis 23°C, zum kleineren im Oktober des gleichen Jahres durch- 
gefiihrt. 


a) Bliitenpflanzen 
35 Bliitenpflanzen verschiedenster Familien wurden auf ihr Resistenz- 


verhalien gepriift (Tab. 1). Dabei ergab sich eine Resistenzspanne von 1% 
bis 0,0001% VOSO,. 
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Tab. 1. Vanadiumresistenz verschiedener Bliitenpflanzen. 
(Untersucht im Juli und teilweise im Oktober 1948.) 
Einwirkungsdauer der Lésungen 48 Stunden. 









































VOSO, 
| -lals 
Versuchspflanze Untersuchtes Gewebe on “15 | = S S 
| Oo 
% 
ne 
Polygonaceae: Suet: 
Polygonum lapathifolium. . Stengelepidermis + | +/+i+]}1/1 
Rheum Rhabarbarum i +|/+)+ {7} 1/1 
Chenopodiaceae: | 
Atriplex patulum. ...... Blattstielepidermis +|+ J+ {+} 1] 1 
Beta vulgaris, Zuckerriibe - oe | 2 i ie 
- » Burgunder. . = itera ttl 
» » Rote Riibe. . . = + i|titiTeiii 2 
Euphorbiaceae: ro | 
Mercurialis annua ...... Stengelepidermis +/+ | +)/+] 1] 1 
Cruciferae: 
Brassica oleracea, Kohlrabi. . Blattstielepidermis + | +) +i +ea7 
» »  Karfiol » +)+)/+L+]1] 1 
» » Rotkraut. . u +/+ +0 1! 1 
Raphanus sativus, Radieschen S +)+}/+/4+]1) 1 
,scarth of early“ | | 
~ »Wiener Mischung“ i +|/+}/+ | hoBib od 
“ Bierrettich - =. ae | +/+{[1] 1 
Begoniaceae: | | | | 
Begonia Scharffiana ..... Blattstielepidermis +\/+}/+/+/4+]1 
Umbelliferae: eB wee 
Daucus Caraia.. ..« + «+ s« Blattstielepidermis +}+|+ | 45-4 1] 
Primulaceae: | | 
Cyclamen persicum. .... . Blattstielepidermis MERE See ue 
Solanaceae: | | a 
Solanum tuberosum ..... Blattstielepidermis ifs | as | | | ay 
» aM Soke tetets B Dkl. Keim, Epidermis +i/+/+i+tit+tl 
Atropa Belladonna. .... . Blattunterseite, Epid. +\/+/+f7] 1] 1 
7 Sie ist Var abe ia’ Sscaeta Blattrippe, Epidermis +/+/+L1/ 1] 1 
» ha onc er sents, Ary Blattoberseite, Epidermis |-+|/+|+)+| +] 1 
Solanum nigrum. ...... Blattstielepidermis +) +i +E} 
Datura stramonium ..... Blattstielepidermis +/+/+/+]1 ] 
Solanum lycopersicum Blattstielepidermis +/+|+/+ [1] 1 
Compositae: | | 
Senecio oulgaris . .. . <.. « Blattstielepidermis a +)+!+)4+] 1 
Cirsium arvense....... ‘ +/+}/+/+}/4+]1 
Helianthus annuus ...... Keimlingsstengelepid. + | oh | +/+] 1 | 1 
Artemisia campestris... . . Stengelepidermis +/+i+}/+} 1) 1 
Liliaceae: | 
Allium cepa, gelbe Sorte. . Schuppe, Aufenepidermis {+ |)+|/+/+] 1} 1 
» % = : = Innenepidermis |+/+/!+/+] 1) 1 





| — lebend, + = weniger als 50% tot, + — mehr als 50% tot. 
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Versuchspflanze Untersuchtes Gewebe oo [et | = S a 
Ss 
°% 
Allium cepa, rote Sorte ... Schuppe, Aufenepidermis |-+ |-+|-+ | +11) 1 
. s % Bs “te = Innenepidermis +/+ rep. ERY 
Iridaceae: | 
Iris florentina .......-s Blatt, Epidermis +/+i+i+ty 1) 1 
» PRMD 2. wwe eet fa . +{/+)/ti+f1| 1 
=~ Wea i Se . a PaeaP? eve se 
eo MEE 6 5 6 See Ser s - (itp) pli 
Comellineae: 
Rhoeo discolor. ....... Blattunterseite, Epid. EL) ttt Fl I 
Tradescantia purpusi. ... . " a +f+(/+i4+i1]1 
Tradescantia zebrina.-... .- e . +)/+)/+i+/41] 1 
Orchidaceae: pa 
Cephalanthera rubra. .... Blattscheidenepidermis +)+/+)4+] 1/1 




















Die gréfte Resistenz wies Rhoeo discolor auf, deren Epidermiszellen der 
Blattunterseite noch in 1% durchaus lebten und erst in 3% VOSOs fast zur 
Ginze abgestorben waren. Dichorisandra ovata verhielt sich ahnlich. Diese 
hohe Resistenz ist deshalb bemerkenswert, da andere Vertreter der Com- 
melinaceen, wie Tradescantia purpusi, mit einer Lebensgrenze bei 0,001%, 
und Tradescantia zebrina bei 0,0001%, eine sehr hohe Empfindlichkeit gegen 
Vanadium aufweisen. Die Werte wurden im Juli 1948 bei einer Temperatur 
der Lésungen von 24,2°C gefunden. Frl. Hagen hat die Versuche im Janner 
1949 im Wiener Pflanzenphysiologischen Institut bei einer Temperatur der 
Lésungen von + 14°C wiederholt und eine gleiche Resistenzdifferenz fest- 
stellen kénnen, nur waren ihre Werte fast um eine Konzentrationsstufe nach 
oben verschoben. Rhoeo lebie noch zum gréften Teil in 3%, Tradescantia 
purpusi in 0,01 und Tradescantia zebrina in 0,001% VOSQOu.. Es ist in die- 
sem Fall zu vermuten, dafi die hohe Temperatur der Lésungen im Sommer 
die Ursache ihrer starkeren Wirksamkeit war und daf es nicht notwendig 
ist, jahreszeitliche Resistenzverschiebungen als Erklarung heranzuziehen. 

Die Schliefzellen von Rhoeo discolor zeigten gegeniiber den iibrigen 
Epidermiszellen eine wesentlich héhere Empfindlichkeit. In meinen Ver- 
suchen, in denen die Epidermiszellen erst in 3% VOSO, abstarben, waren 
die SchlieBzellen noch in 0,01% tot und erst in 0,001% VOSO, und darunter 
lebend. 

Die Aufen- und Innenepidermen der Zwiebelschuppen von Allium cepa 
zeigen sowohl bei roten wie bei gelben Sorten eine gleiche Resistenz (Le- 
bensgrenze 0,001% VOSO,). 

Auffallend ist die um eine Konzentrationsstufe niedrigere Resistenz der 
Blattstielepidermiszellen der Roten Riibe (Beta vulgaris subsp. Rapa f. ru- 
bra) gegeniiber der Zuckerriibe (Beta vulgaris subsp. Rapa f. altissima) 
und der Burgunderriibe (Beta vulgaris subsp. Rapa). Zuckerriibe und Bur- 
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gunderriibe haben die Lebensgrenze fiir die Blattstielepidermen in 0,01%, 
die Rote Riibe hingegen bei 0,001% VOSO,. 

Die grofe Vanadiumempfindlichkeit von Solanum tuberosum (Lebens- 
grenze erst in 0,0001%) wurde iibereinstimmend fiir die Blattstielepidermen 
von sechs verschiedenen Sorten (Béhms Allerfriiheste Gelbe, Béhms Mittel- 
friihe, Kardinal, Sieglinde, Ackersegen, Industrie) und fiir die Epidermen 
der Dunkeltriebe von drei verschiedenen nicht naher bekannten Lager- 
kartoffeln festgestellt. Sie ist als ein charakteristisches Merkmal des Plasmas 
der Kartoffelpflanzenepidermis anzusehen. 

Besondere Erwahnung verdient die Verschiedenheit der Resistenz der 
Epidermen der Blatioberseite und der Blattunterseite von Atropa Bella- 
donna, die in mehreren Versuchen mit verschiedenen Versuchspflanzen stets 
eine gréere Resistenz der Epidermiszellen der Blattunterseite (Lebens- 
grenze bei 0,01% VOSO,) gegeniiber jenen der Blattoberseite (Lebensgrenze 
bei 0,0001% VOSO:) zeigte. 

Was die iibrigen Resistenzgrenzen anlangt, sei auf Tab. 1 verwiesen. 


b) Moose 


Die auf ihre Vanadiumresistenz gepriiften Laub- und Lebermoose er- 
wiesen sich durchwegs als wesentlich resistenter als die Bliitenpflanzen 
(Tab. 2). Drei Mnium-Arten (M. rostratum, M. punctatum, M. undulatum) 
sowie drei Lebermoose (Plagiochila asplenioides, Bazzania trilobata und 
Trichocolea tomentella) lebten noch in 3% VOSO, zur Ganze und waren erst 


Tab. 2. Vanadiumresistenz einiger Laub- und Lebermoose. 
(Untersucht im Juli und teilweise im Oktober 1948.) 


Einwirkungsdauer der Lésungen 48 Stunden. 
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zum Teil in 5 oder 10% abgestorben. Bazzania trilobata lebte sogar noch 
bei dieser Konzentration und war erst in einer 20%igen Lésung tot. Drei 
andere zarte Lebermoose (Metzgeria, Lophozia, Chiloscyphus) waren aller- 
dings auch schon in 3% gréftenteils tidlich geschidigt. Niedrigere Konzen- 
trationen wurden fiir diese Moose nicht gepriift. 


In den 20%igen Lésungen traten zum Teil vor dem Absterben Plasmo- 
lysen auf. Die Plasmolysierbarkeit kann gleichzeitig als Nachweis fiir das 
Eindringen der Vanadylsulfatlésung durch die Membran dienen und damit 
als Beweis, dali die Vanadiumliésung auch tatsachlich an den lebenden Proto- 
plasten herankommt. Metzgeria zeigte von den Sprofspitzen her weiter- 
schreitende konvexe Plasmaabhebungen, wihrend bei den Mniumarten die 
Plasmolyse von der Blattbasis aufsteigend begann. Bei Trichocolea und 
Plagiochila war auch nach einer Stunde in 20% VOSO, keine Plasmolyse 
aufgetreten. Brachte man jedoch die gleichen Sprosse darauf in eine an- 
nahern isotonische 1-molare KNO,-Liésung, so kam es sofort zu vollkommen 
normalen Plasmaabhebungen. Der Grund fiir den Ausfall der Plasmo- 
lysen im Vanadylsulfat wurde nicht naher verfolgt. Es sei darauf hin- 
gewiesen, daf auch die gegen Vanadium so iiberaus empfindlichen Epider- 
miszellen von Solanum tuberosum und von der Roten Riibe gleichfalls in 
20% VOSO, nicht plasmolysierten, wohl aber bei Ubertragung in 1 mol 
KNO, Plasmaabhebungen zeigten. 


If. Nekrosebilder der Bltitenpflanzen 


Im Absterben erfaihrt der Protoplast strukturelle und chemische Verinderungen, 
die haufig fiir verschiedene Todesarten ganz charakteristische Absterbebilder er- 
geben (Lepeschkin 1937, Schindler 1938a, b, Hé6fler 1939). 

Eine fast allgemeine Todeserscheinung der in Vanadylsulfatlésungen absterben- 
den Bliitenpflanzenepidermen ist die gelbe bis gelbbraune Verfarbung der Zell- 
kerne. Die Kerne sind dabei meist verhaltnismaéfig zart konturiert und fein 
gek6rnt. 

Auf manche Zellen wirken die tédlicien Vanadylsulfatkonzentrationen aus- 
gesprochhen fixierend, d. h. der Protoplast wird in seinem Aussehen wenig 
verdndert, das Plasma ist fein koaguliert und nicht von der Wand abgehoben. 
So z. B. bei den Zellen der inneren zarten Epidermis der Zwiebelschuppen von 
Allium cepa und annihernd auch bei den Blattstielepidermen der Zuckerriibe oder 
jenen von Mercurialis annua. Die Epidermen von Senecio vulgaris, Atriplex, den 
iibrigen untersuchten Betasorten, sowie die von Karfiol und den Rettichsorten 
zeigen aufer einem koagulierten Plasma und leicht gebraiunten Zellkernen keine 
charakteristischhen Absterbebilder. 


Auffallend ist das sehr verschiedene Verhalten von Zellen, deren Zellsafte durch 
Anthokyan gefarbt sind. Grund hierfiir ist wohl die verschiedene Zusammen- 
setzung der einzelnen Anthokyane, bzw. das gleichzeitige Vorhandensein von Zell- 
saftstoffen, die mit dem Vanadium bestimmte Verbindungen eingehen. 

Im einfachsten Fall, wie bei Rhoeo discolor, Dichorisandra ovata, Tradescantia 
purpusi oder bei der roten Riibe (Beta vulgaris subsp. Rapa, f. rubra) tritt der 
Zellsaftfarbstoff aus den absterbenden Zellen aus. Die toten Zellen sind entfiar bt. 


Bei Cyclamen Persicum finden wir in der subepidermalen Schicht lange, oft in 
Streifen liegende, im Leben blauviolett gefarbte anthokyanfiihrende Zellen. Diese 

















Uber die Resistenz pflanzlicher Plasmen gegen Vanadium 257 


werden im Tod tief tintenblau. Der Zellsaft tritt nicht aus. Irgendwelche 
Fallungen treten dabei nicht auf. 

In den meisten Fallen kommt es jedoch in den anthokyangefarbten Zellen 
nach dem Absterben zu tropfigen Entmischungen, bzw. zur Bildung von 
dunkelbraunen Trépfchen-, Kliimpchen- oder Kriimelnieder- 
schlagen. So etwa bei den anthokyanfiihrenden Epidermis-, bzw. Sub- 
epidermiszellen von Kohlrabi (Brassica oleracea var. gongylodes), Solanum nigrum, 
Artemisia und Rheum Rhabarbarum. In der subepidermalen Zellschichte des Blatt- 
stengels des letztgenannten finden sich Streifen langgestreckter, im Leben weinrot 
gefarbter Zellen. Im Tod werden diese tintenblau und enthalten einen schwarz- 
blauen tropfigen Niederschlag. 


Ahnliche Niederschlige treten auch in Zellen auf, die kein Anthokyan ent- 
halten. So findet sich z.B. in den in Vanadiumlésungen abgestorbenen Blatt- 
epidermiszellen von Iris trojana oft ein dunkel olivbrauner, grob tropfiger Nieder- 
schlag, wahrend sich in anderen Zellen des gleichen Schnittes ein besonders dichter 
feintropfiger Niederschlag bildet. Dieser dichte dunkle Niederschlag ist nur in 
einzelnen mosaikartig verteilten Zellen zu sehen, deren Verteilung etwa der Lage 
der in vanadiumtoten Schnitten von Iris pallida auftretenden dunkelgelb ver- 
fairbten Zellen entspricht. Es handelt sich dabei zweifellos um Zellen, die mit 
Vanadium besonders reagierende Zellsaftstoffe enthalten. 

Auf eine verschiedenartige Verteilung von besonders reaktionsfiahigen Zellsaft- 
stoffen in den Geweben einer und derselben Pflanze weisen die verschiedenen 
Todesbilder in den Epidermen der Blattunter- und der Blattoberseite von Atropa 
Belladonna hin. Diese beiden Epidermen unterscheiden sich nicht nur durch eine 
verschiedene Resistenz (die Unterseite hat ihre Todesgrenze bei 0,1% VOSO,, die 
Oberseite bei 0,001%) sondern auch in ihrem Absterbebild wesentlichh. Wahrend die 
Epidermen der Blattunterseite und auch der Blattrippe nur koaguliertes, ungefarb- 
tes Plasma mit braunen Zellkernen aufweisen, sind die Epidermiszellen der Blatt- 
oberseite schmutziggraugriin, mit grobkoaguliertem Plasma und teilweise kérne- 
ligem Niederschlag. 

Eine fast schwarzbraune Verfarbung, einschlieflich der Zellwand, erfahren die 
toten Epidemiszellen von Polygonum iapathifolium. In vielen Zellen bildet sich 
hier auch ein tropfiger bis feinklumpiger dunkler olivfarbener Niederschlag. 

Schéner Kriimelniederschlag ohne Verfairbung des Plasmas oder der Zellwand 
tritt in den Blattstielepidermiszellen von Daucus Carota auf. In den niedrigen, 
aber bereits tédlich schidigenden Konzentrationen (0,01—0,001%) sind die Kriimel 
oder manchmal auch zihen Trépfchen mehr iiber die ganze Zelle verteilt als in 3 
und 1% VOSQO,, wo der Niederschlag meist zu einem zentral gelegenen dichten 
dunklen Klumpen zusammengedringt ist. 

Die auffallendsten Todesbilder finden sich aber in den Aufenepidermiszellen der 
Zwiebelschuppe von Allium cepa, und zwar in gleicher Weise bei gelben wie bei 
roten Sorten. Dort ist der Todeseintritt mit einer Blaugriinverfarbung des ganzen 
Schnittes verbunden, so daf schon makroskopisch die Todesgrenze festgestellt 
werden kann. Wihrend die Schnitte in 0,001% VOSO, noch normal gelb, bzw. rot 
sind, sind sie schon in 0,01% VOSO, blaugriin. In dieser tédlich wirkenden Grenz- 
konzentration zeigten sich 6fters in den Epidermen der gelben Zwiebelsorte deut- 
liche Zonungen. 

Zonenbildungen an Zwiebelepidermisschnitten wurden schon verschiedentlich 
beobachtet. Héfler (1943) fand nach Plasmolyse mit 0,6 mol KCI eine Rand- 
zone mit wechselnden pathologischen Plasmolyseformen, daran anschliefend eine 
Zone mit Kappenplasmolysen und im Mittelfeld normale Konvexplasmolysen. 


Protoplasma, Bd. XXXIX/2 19 
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Schindler (1938a, b) beobachtete bei Behandlung mit Siuren und Laugen ein 
fortschreitendes Absterben der Zellen von aufen nach innen, wahrend umgekehrt 
Kamiya (1939) nach mehrwéchentlicher Wasserung an Zwiebelschnitten die 
Zellen des Mittelfeldes tot, die Randzellen aber iiberlebend sah. Damit iiberein- 
stimmend beschreibt Schindler (1943) in Kupfersalzlésungen eine griéfere Re- 
sistenz einer schmalen Zone unweit vom Schnittrand. 

In einem meiner in 0,01% VOSO, absterbenden Schnitten war in seiner Mitte 
eine Insel von etwa zwanzig lebenden Zellen mit gelbem Zellinhalt, die in 
0,7 GM KNOs normal bikonvex plasmolysierten. Daran anschliefend, die lebende 
Insel fast vollkommen umgreifend, einige Reihen toter ockergelb gefiirbter Zellen, 
um diese wieder 1—3 Zellreihen von gelbgriinen Zellen, in denen bereits ein fein- 
kriimeliger, fast flockiger Niederschlag auftrat und schlieflich um diese die Haupt- 
masse jencr dunkelspangriinen toten Zellen, die in vollstindig abgetéten Schnitten, 
bzw. in allen héheren Konzentrationen allein zu finden sind. Diese Zellen, deren 
spangriine Farbe oft fast ins tintenblaue iibergeht, enthalten einen feinen kriime- 
ligen Niederschlag. 

Der Zellsaft der Aufenepidermen der Zwiebelschuppe gibt auch mit verschie- 
denen anderen Subsianzen ganz charakteristische Niederschlige. So treten z. B. 
in 3% Borsaiure (H;BOs) gelbe kriimelige Niederschlage auf. In Kobaltnitrat fand 
Schindler (1943) zitronengelbe, in Kobaltazetat griine Fallungen und in 
Kupferchlorid dunkelbraun gefiarbte kérnige Niederschlige. Es wird zu unter- 
suchen sein, ob es sich dabei vielleicht um verschiedene Reaktionen ein und der- 
selben Zellsaftstoffe handelt. 


Zusammenfassung 


Die Untersuchung zeigt, daf die Resistenz gegen Vanadylsulfat bei 
verschiedenen Pflanzen charakteristische Unterschiede aufweist. Die Re- 
sistenzgrenzen schwanken bei Bliitenpflanzen in einem Bereich von 1 bis 
0,0001% VOSO,, wahrend Laub- und Lebermoose zumeist in 3% dieser Lé- 
sung noch leben und manchmal sogar noch durch 5- und 10%ige Lésungen 
innerhalb von 48 Stunden keine merkbaren Schadigungen erfahren. 

Die Nekrosebilder der Epidermiszellen der Bliitenpflanzen sind recht 
mannigfaltig und zum Teil wohl durch die Reaktion verschiedener Zellsaft- 
stoffe mit dem Vanadylsulfat bedingt. Anthokyangefarbte Zellen verhalten 
sich nicht einheitlich. Man findet Entfarbungen der toten Zellen, Umfarbun- 
gen oder auch Entmischungen und Bildung verschiedenartiger Niederschlage. 

Das Vanadium erweist sich nach den bisherigen Erfahrungen als ein 
geeigneter Stoff, um im Verein mit anderen ,,Teststoffen“, wie Verbindun- 
gen von Bor, Zink, Mangan und Chrom, in charakteristischen ,,Resistenz- 
kombinationen“ im Dienste der vergleichenden Protoplasmatik verschiedene 
pflanzliche Plasmasorten beschreibend zu erfassen. 
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Grundziige der 





intraindividuellen Plasmon-Umkombination ‘ 


Von 
Peter Michaelis 


(Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, Voldagsen iiber Elze) 


Mit 8 Textabbildungen 


(Eingelangt am 2. Juli 1949) 


A. Einleitung 


An verschiedenen Epilobium-Kreuzungen, besonders an Epilobium-hir- 
sutum X parviflorum-Bastarden wurden zahlreiche Abanderungen rezi- 





Abb. 1. 
hirsutum - Jena-? X_ parviflorum - Rentweinsdorf- 


Uberwinterte Pflanzen des Epilobium- 
$-Bastardes. Links typische kleinblattrige Pflanze 
des entwicklungsgehemmten Bastardes, an der im 
oberen Teil einige normalisierte Plasmonvarianten 
entstehen. An den Pflanzen rechts haben die Plas- 
monvarianten den Ausgangsbastard fast villig 
iiberwachsen. 


proker Unterschiede be- 
obachtet (Briicher 
1940, Michaelis-Ro& 
1943, Michaelis 1948a, 
1949 a). Die meisten die- 
ser Bastarde zeigen 
gréRte reziproke Unter- 
schiede: Wahrend die 
Kreuzung mit Epilobium- 
parviflorum-Plasma nor- 
mal entwickelt ist, ist 
die Gegenkreuzung, be- 
sonders mit den Plasmen 
der Epilobium-hirsutum- 
Sippen, Essen und Jena, 
stark entwicklungsge- 
stért. Sie wird nur we- 
nige Zentimeter hoch und 
kommt normalerweise 
nicht zur Bliite (vgl. 
Abb. 4 links). An diesen 
Zwergpflanzen treten 
nach Uberwinterung zahl- 
reiche Abanderungstriebe 
auf, bei denen die 
urspriinglichen Entwick- 
lungsstérungen in mehr 
oder minder  hohem 


Grade beseitigt sind und die infolgedessen den urspriinglichen Wuchstyp 
schnell verdrangen (Abb. 1). Im Laufe der Jahre wurden mehr als 1300 solcher 


1 Vortrag, gehalten an der Tagung der Deutschen Botanischen Gesellschaft in 


Kassel am 10. Juni 1949. 
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Abanderungen protokolliert und zum Teil iiber fiinf Jahre kultiviert. In 
ausfiihrlichen Kreuzungsreihen lief sich nachweisen, daf die untersuchten 
Varianten auf Abanderungen des plasmatischen Erbgutes beruhen (Mi- 
chaelis 1947, 1949a). Diese Abainderungen zeigen eine Anzahl wichtiger, 
kennzeichnender Eigentiimlichkeiten, iiber die schon kurz berichtet wurde, 
die aber noch einer gemeinsamen theoretischen Deutung bediirfen. 


B. Die experimentellen Grundlagen 


Von besonderem Interesse ist hier, da die Abanderungen gerichtet er- 
folgen, daft sie gelegentlich gleitend vor sich gehen, zu einer Parallele zwi- 
schen Modifikationen und erblichen Abanderungen fiihren und meist mit 
einer starken und komplizierten Chimarenbildung verbunden sind. 


Lpilobium hirsutum v.perviflorum - Bastard 
Mutt hirs. Essen - oder hirs. Jena- Plasma 














| Uoergan bergengstormet—e. ¥ 
my. eg A pe oe wi 

| - 2 adsequatum adaequatum adaequatum adaequatum 
es ~~ £pilobium parvittorumu. hirsutum - Bastard 


at parviflorum - Plasma 
Abb. 2. Schema der bisher beobachteten Abianderungswege. 


i. Die gerichtete Abanderung 


Unter den Abi&nderungen der reziprok verschiedenen Epilobium-hir- 
sutum X parviflorum-Bastarde lat sich eine gréfere Zahl von Plasmotypen 
unterscheiden, die neben anderem durch ihren sehr verschiedenen Hem- 
mungsgrad gekennzeichnet sind. Einige von ihnen stehen dem gestérten 
Ausgangsbastard nahe, andere sind wesentlich schwacher gestért, es wurden 
aber auch stark heterotische Formen beobachtet und Plasmotypen, die sich 
in ihrem Wudchs nicht mehr von der normalen reziproken Kreuzung unter- 
scheiden lassen. Es lat sich ganz allgemein feststellen, daf ‘die neu ent- 
stehenden Abanderungen, seien es die, die primar aus dem gestérten Aus- 
gangsbastard entstehen, oder die, die in sekundéren Abanderungsschritten 
aus den primaren hervorgehen, stets von starkeren zu schwacheren Hem- 
mungsgraden fiihren, also einseitig auf eine Beseitigung der Entwicklungs- 
stérungen ausgerichtet sind (Michaelis 1949a, d und Tabelle I bei 
Michaelis 1948b, S.33). Im einzelnen lassen sich verschiedene sehr spe- 
zifische Abanderungswege festlegen (Abb. 2). 


2. Die gleitende Variabilitat 


Die meisten Abanderungen entstehen plétzlich und sprungweise, wie das 
auch von der Gen- und Chromosomenmutation her bekannt ist. Die Ab- 
anderungen kénnen jedoch auch villig flieRend und gleitend auftreten 
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(Michaelis 1948b). Durch Zerlegung einer solchen gleitenden Abande- 
rung in Stecklinge oder durch Kreuzung von Bliiten verschiedener Insertions- 
hdhe lassen sich unter giinstigen Verhiltnissen-die einzelnen Etappen der 
Normalisierung fixieren (Abb. 3). 





Abb. 3. Gleitende Normalisierung des hirsutum-Essen-? X parviflorum-Tiibingen-3- 
Bastardes iiber stenophyllum, vernicosoides und rhytidiophyllum zu adaequatum. 
Der abgebildete Trieb wurde in Stecklinge zerlegt. Die iiberwinterten Stecklings- 
rosetten der entsprechenden Zonen sind links abgebildet. 
(rhyt.-Steckling stark vergréfert.) 


3. Die Parallelitat zwischen Modifikationen und 
erblichen Plasmonabanderungen 


Durch Behandlung mit niederen Temperaturen und Kurztag, also mit 
einem imitierten Winterklima Jaft sich der urspriingliche Zwergbastard so 
stark modifikativ normalisieren, daft die Pflanzen zur Bliite gelangen und 
kaum mehr von der reziproken Kreuzung zu unterscheiden sind. Sie gleichen 
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dann vollig der erblichen Abanderung adaequatum, die sehr haufig im Laufe 
des natiirlichen. Winters entsteht (Abb. 4). Modifikation, erbliche Abande- 
rung und reziproke Kreuzung lassen sich nur an Hand ihrer vegetativen 
und generativen Nachkommen unterscheiden (Michaelis 1948c). 


4. Die Chimiarenbildung 


Es ist sehr auffallig, dafi zwischen den vegetativen Abanderungsméglich- 
keiten und den generativen Nachkommen der Abanderungen gewisse Ahn- 
lichkeiten bestehen. Als Beispiel kann die Abanderung vernicosum genannt 
werden. In ihrer Nachkommenschaft treten in iiberwiegender Zahl die fiir 





Abb. 4. Parallele zwischen Modifikation und erblicher Plasmonabanderung. Von 
links nach rechts: Zwei Pflanzen des urspriinglichen Epilobium-hirsutum-Essen-? X 
parviflorum-Tiibingen-?-Bastardes (doppelte Vergréferung gegeniiber den iibrigen 
Pflanzen!). Rechts daneben zwei gleichalte Pflanzen, die unter Kurztag- und Kilte- 
behandlung modifikativ normalisierten. Die vegetativen und generativen 
Nachkommen sind wieder entwicklungsgestért. Rechts daneben die im Laufe des 
natiirlichhen Winters entstandene Plasmon abinderung adaequatum, deren Nach- 
kommen der Mutter gleichen. Ganz rechts die reziproke Kreuzung Epilobium 
parviflorum 2 X hirsutum 6. 


vernicosum kennzeichnenden gestauchten Pflanzen auf, daneben kommen 
je nach der Kreuzungsart in Haufigkeiten zwischen 21 und 39% Plasmo- 
typen des irregulare-Komplexes vor. Parallel hiezu wurden unter 57 vege- 
tativen Abanderungen von vernicosum ebenfalls in einer Haufigkeit von 
23% dieselben Plasmonabanderungen des irregulare-Komplexes gefunden. 
Unter den vegetativen und generativen Nachkommen der Abanderung 
aemulum dagegen, die am hiaufigsten vegetativ aus vernicosum entsteht, 
fehlen die Plasmotypen des irregulare-Komplexes vollstandig. Mit der 
Entstehung von aemulum aus vernicosum ist demnach der irregulare-Kom- 
plex in Wegfall gekommen. ; 

Noch auffalliger liegen die Verhaltnisse bei der Abanderung irregulare, 
das seinen Namen deshalb erhalten hat, weil seine Blatter unregelmafig 
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verstreut verschieden gefarbte Blattareale und Blattdefekte tragen. Die 
Blatter sehen so aus, als waren sie aus verschiedenartigen Gewebeanteilen 
zusammengesetzt (Abb.5). Unter den Nachkommen von irregulare treten 
nun neben einer iiberwiegenden Zahl von irregulare-Pflanzen verschiedene 
neue Plasmotypen auf: das gelbgriine diversivirescens, das silbrig gestreifte 
poliogramma, das mit dunkelgriinen Wiilsten versehene rhytidiophyllum 
und das véllig normale adaequatum. In einem gréferen Versuch wurden 
nun verschiedene Bliiten einzelner Stecklinge und verschiedene Stecklinge 
einer einzigen irregulare-Pflanze auf ihren Erbgang gepriift (Michaelis 
1949 a, Tabelle VI). Es zeigte sich, da die Einzelteile der einen Pflanze 
ganz verschiedene Nachkommenschaften ergeben. Bei den Nachkommen ver- 
schiedener Bliiten eines Stecklinges kann die Haufigkeit an adaequatum 





t 
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Abb. 5. Typische Blatter der Plasmonabinderung irregulare. 


zwischen den Extremen 0 und 100%, der durchschnittliche Stérungsgrad der 
irregulare-Nachkommen zwischen 0 und 2,2 einer vierteiligen Bewertungs- 
skala schwanken. Weiterhin gibt es Stecklinge, die im Durchschnitt nur 7,5% 
und solche, die durchschnittlich 70,4% adaequatum-Nachkommen, respektive 
87,5% oder nur 1.5% irregulare-Nachkommen ergaben. An einer einzelnen 
irregulare-Pflanze manifestieren sich also nicht nur mannigfache Gewebe- 
abweichungen, die Abanderung ist auch genetisch aus recht verschiedenen 
Teilen zusammengesetzt. 

An diesen irregulare-Pflanzen kénnen nun dieselben Plasmotypen, wie 
sie unter den generativen Nachkommen vorkommen, auch als vegetative 
Abanderungen auftreten. Abb.6 zeigt die Entstehung solcher diversivi- 
rescens-, poliogramma-, rhytidiophyllum- und adaequatum-Triebe. Ver- 
gleicht man nun die Nachkommenschaften der Ausgangsform irregulare mit 
denen der vegetativ entstandenen rhytidiophyllum-Triebe derselben 
Pflanze (Michaelis 1949a, Tabelle VI), so laft sich feststellen, da® mit 
der Entstehung von rhytidiophyllum aus irregulare, das heift, mit dem 
Verlust der irregulare-Blattdefekte auch der Gehalt an irregulare-Pflanzen 
in der Nachkommenschaft von Werten um rund 80% auf Werte zwischen 
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1 bis 8% sinkt, wahrend der Prozentgehalt an rhytidiophyllum-Nachkom- 
men ungefahr gleichbleibt. Rhytidiophyllum entsteht also durch eine 
quantitative Verringerung der irregulare-Anteile. 

Die Untersuchung der Chimiren, besonders die Untersuchung einzelner, 
verschiedenartig zusammengesetzter Blatter erlaubt wichtige Riickschliisse 
iiber die stofflichen Grundlagen der plasmatisch vererbten Merkmale. Man 
kann auf solchen Blattern nebeneinander verschiedene quantitative Abstufun- 
gen, z. B. der einen Abanderung poliogramma an der verschiedenen Dichte 
der poliogramma-Streifung, erkennen (Abb. 7 Mitte). Weiterhin wurden 
Blatter von Periklinalchimaren beobachtet, bei denen iiber einem einheit- 


Oiversivi} 
pericinal 


poliogramma 
adsequatim 





Abb. 6. Uberwinterungsrosetten der Abianderung irregulare mit sekundaren Ab- 
anderungen. Pflanze links im oberen Teil typisch irregulare, in der Mitte einige 
Blatter einer diversivirescens-Periclinalchimire. Die untere Sprofhialfte besitzt die 


silbrige poliogramma-Streifung. — Mittlere Pflanze oben eine Trieb einer diversi- 
virescens-Periclinalchimare. Links unten ein véllig normaler adaequatum-, rechts 
unten ein poliogramma-Sektor. — Pflanze rechts im oberen Teil noch irregulare, 


in der Mitte die dunkelgriinen verschmilerten und verkriimmten Blatter der Ab- 
anderung rhytidiophyllum. Blatter rechts unten mit adaequatum-Blatthalften. 


lichen Korpus eine Tunica liegt, die aus drei verschiedenen Gewebssektoren 
zusammengesetzt ist (Abb. 7 und Abb. 7a bei Michaelis 1949a). Beson- 
ders wichtig ist nun, daf die einzelnen Abainderungstypen nicht nur neben- 
und iibereinanderliegen, sondern sich auch gegenseitig durchdringen kén- 
nen. Dabei kénnen sich die Plasmotypen ungleichmafig iiber das Blatt 
ausbreiten, das heift, die Umgrenzungen der verschiedenen Plasmotypen 
kénnen, trotzdem die Plasmotypen in derselben Zellschicht vorkommen, 
sich iiberschneiden und iiberlagern. In einzelnen Fallen la&t sich das ge- 
meinsame Vorkommen in derselben Zellschicht auch genetisch an den Nach- 
kommenschaften erweisen. 

Ein solches Verhalten ist nur méglich, wenn die einzelnen Plasmotypen 
auf verschiedenen stofflichen Grundlagen beruhen, die bei den Zellteilungen 
in den Meristemen unabhangig voneinander verteilt werden. In dem Schema 
der Fig. 8 sind die bisher beobachteten Durchmischungsméglichkeiten dar- 
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Abb. 7. Komplizierter zusammengesetzte Blatter von Plasmonvarianten. Obere 
Reihe: Keimpflanzen aus der Nachkommenschaft der vernicosum-Abanderung. 
Linke Pflanze: Oberes Blatt irregulare + pallidovariabile, unteres Blatt pallido- 
variabile. 2. Pflanze: Vernicosum + diversivirescens. An dem oberen und unteren 
Blatt fehlt in einem keilférmigen Sektor (...) an der Mittelrippe diversivirescens 
unter Beibehaltung von vernicosum. Die Blatter oben rechts tragen am Rand 
pallidovariabile (p). 3. Pflanze: Diversivirescens, das an der Spitze des linken 
Blattes fehlt (...). Die linke Blatthalfte des unteren Blattes sowie ein Sektor des 
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gestellt. Es lassen sich vier bis fiinf unabhingige genetische Gruppen unter- 
scheiden. Dabei nimmt die Abinderung pallidovariabile eine Sonderstellung 
ein. Diese Abanderung beruht auf 

einem plasmoninduzierten, labilen Pallidovariabile 

Gen (Michaelis 1949c), wird also 


© 
im Gegensatz zu allen iibrigen Aban- 
derungen chromosomal vererbt. Eine 





unabhangige Ausbreitung des pal- Odiversivirescens 


lidovariabile-Merkmales von den 

Plasmonabanderungen ist daher zu 

erwarten. Diversivirescens ist viel- poliogramma 

leicht durch das Plastom bedingt. Die ieregulare 

iibrigen Abanderungen miissen wohl 

anderen plasmatischen Erbkonstitu- Abb. 8. Schema der Durchmischungs- 
enten zugeordnet werden. miglichkeiten. 


C. Theorie der intraindividuellen Plasmon-Umkombination 


Versucht man die geschilderten experimentellen Befunde zu deuten, so 
liegt es nahe, zuerst an eine Mutation der plasmatischen Erbkonstituenten 
zu denken. Beriicksichtigt man aber, daft die Abanderungen gerichtet und 
gleitend entstehen und zu einer Parallele zwischen Modifikation und erb- 
licher Abainderung fiihren kénnen, so ware man zu dem Schluf gezwungen. 
dafi die Mutation der plasmatischen Erbtrager anderen Gesetzen unterliegt 
als die Mutation der Kerngene, wo diese Erscheinungen fehlen. Eine solche 
Annahme erscheint erst dann berechtigt zu sein, wenn andere Erklarungs- 
moéglichkeiten ausscheiden. Eine solche Erklarungsméglichkeit ist aber 
meines Erachtens die Annahme einer Umkombination bestimmter distinkter 
Erbkonstituenten des Plasmas. Sie wird durch das Verhalten der Chimaren 
sehr wahrscheinlich gemacht. 





rechten Blattes enthalt neben diversivirescens pallidovariabile. Pflanze ganz rechts: 
Diversivirescens + vernicosum. Letzteres fehlt in einem Sektor links unten und laBt 
das reine diversivirescens erkennen. 


Mittlere Reihe: Blatter erwachsener Pflanzen. Linkes Blatt: Linke Blatthalfte 
diversivirescens-Periclinalchimiare mit hellgriinem Rand (---). Rechte Blatthalfte 
adaequatum, das unten einen irregulare Randdefekt besitzt, der nach oben in einen 
poliogramma-Randstreifen iibergeht (...). 2. Blatt: Linke Blatthalfte adaequatum, 
rechte Blatthalfte poliogramma, unten mit lockeren Streifen, oben mit dichter, véllig 
zusammenflieRender Streifung. 3. Blatt: Linke Blatthalfte diversivirescens-Peri- 
clinalchimare (---), rechte Blatthalfte poliogramma (...) mit verschieden dichter 
Streifung. 4. Blatt: Periclinalchimire, deren Tunica links diversivirescens (---), 
rechts poliogramma ist. Areal der Blattspitze zwischen den obersten Seitennerven 
wie wahrscheinlich der Korpus des Blattes adaequatum (...). Blatt ganz rechts in 
der ganzen Ausdehnung diversivirescens. Die rechte Blatthalfte enthalt zusétzlich 
poliogramma. 


Untere Reihe: 1., 2. und 4. Blatt irregulare, je eine Blatthalfte mit zusatzlichem 
poliogramma. 3. Blatt irregulare; oberer keilférmiger Sektor diversivirescens. 
5. und 6. Blatt enthalten irregulare + vernicosum gemeinsam. Blatt ganz rechts 
vernicosum. Linke Blatthalfte durch zusatzliches irregulare in Wegfall gekommen. 
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14. Das Plasmon als Erbsumme 


Schon vor fiinf Jahren wurde in einem Vortrag vor der Deutschen Bota- 
nischen Gesellschaft in Berlin ausgefiihrt (Michaelis 1949b), da nach 
theoretischen Uberlegungen das Plasmon eine Summe von verschiedenen 
Erbkonstituenten sein muf, die einer intraindividuellen Umkombination 
zuganglich ist. Es seien nur die Hauptpunkte wiederholt: 

a) Das von uns im Erbexperiment durch miitterliche Vererbung nachweis- 
bare Plasmon ist die Summe der in der Eizelle enthaltenen Erbkonstituenten 
und enthalt das Plastom der Plastiden, das Zytoplasmon des Zytoplasmas 
und vielleicht auch das Chondriom. Plasma, Plastiden und Chondriosomen 
enthalten alle drei die fiir die Vererbung und identische Reproduktion so 
wichtigen Nucleoproteide. b) Da weiterhin bei der Befruchtung die Isogamie 
das urspriingliche Verhalten ist, so muf auch eine Mischung verschiedener 
Plasmen primar vorkommen. Selbst bei héheren Pflanzen und Tieren ist 
nach neueren zytologischen und genetischen Untersuchungen eine Uber- 
tragung mannlichen Plasmas durch Pollenschlauch und Spermien haufiger, 
als man friiher annahm. Bei Epilobium, wo eine Plasmamischung bei der 
Befruchtung sehr selten ist, lat sich in Ausnahmefallen eine Mischung 
verschiedener Plasmone wahrscheinlich machen. c) Da schlieflich bei der 
Zellteilung kein Vorgang bekannt ist, der mit Sicherheit eine erbgleiche Ver- 
teilung der plasmatischen Erbtrager gewahrleisten kénnte, mufi eine intra- 
individuelle Umkombination zum mindesten in bestimmten Fallen theore- 
tisch moéglich sein. Diese Uberlegungen stehen im Einklang mit den ge- 
schilderten experimentellen Befunden und werden durch sie belegt. 

Es soll nun auf die schon friiher erérterten Voraussetzungen der Plasmon- 
umkombination nicht weiter eingegangen werden, sondern die Grundziige 
der Plasmonabanderung selbst besprochen werden, wie sie sich auf Grund 
theoretischer Uberlegungen und experimenteller Beobachtungen abzuzeich- 
nen beginnen. Sie sind zur Deutung einer ganzen Anzahl wichtiger Erschei- 
nungen von groftem Interesse. 


2. Abanderungsméglichkeiten des plasmatischen 
Erbgutes 


Zellen mit verschiedenem plasmatischem Erbgut kénnen auf sehr ver- 
schiedene Weise entstehen: 


a) Durch Mutation einzelner plasmatischer Erbtrager. Uber solche Plas- 
monmutationen ist abgesehen von den Plastidenmutationen so gut wie nichts 
bekannt. Welche Mdglichkeiten und Gesetzmafigkeiten bei der Mutation 
plasmatischer Erbtrager vorliegen, muf einstweilen offen bleiben. Es ist nur 
zu vermuten, daft sie sich nicht prinzipiell von der Mutation der Kerngene 
unterscheiden wird. In dem hier interessierenden Zusammenhange ist es 
wichtig, daff eine Mutation in den meisten Experimenten von einer Um- 
kombination iiberlagert und daher nur schwer von dieser abzutrennen sein 
wird. In der Zelle diirften in der Regel zahlreiche Erbkonstituenten gleicher 
Sorte vorkommen, von denen nur einzelne von der Mutation betroffen wer- 
den. Es wird in den meisten Fallen einer Entmischung der urspriinglichen 
und der mutierten Erbkonstituenten bediirfen, um die Erbanderung sichtbar 
zu machen. 


b) Zweitens kénnen Plasmonabanderungen durch Mischung verschiedener 
Plasmen bei Fusionen von Zellen und Zellteilen entstehen. Vegetative Fu- 
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sionen diirften im allgemeinen ohne gréfere Bedeutung sein. Um so wich- 
tiger ist die Plasmamischung bei der Befruchtung, die je nach den Mengen- 
verhaltnissen der sich vereinigenden Idioplasmen zu ganz verschiedenen 
Erbverhialtnissen fiihrt und eventuell sogar einen Nachweis eines Plasmons 
auf dem Wege der miitterlichen Vererbung unméglich machen kann. 

c) Ein dritter wichtiger Faktor ist die ungleichmaRige Verteilung der 
plasmatischen Erbkonstituenten bei den Zellteilungen, sei es, daf eine in 
der Zelle schon gegebene ungleiche Verteilung. durch Zellteilungen fixiert 
wird, sei es, daft nur eine zufallsgemaiffe Entmischung erfolgt. Als Beispiel 
von vielen méglichen sei fiir den ersten Fall die Teilung der tierischen 
Mosaikeier, als Beispiel fiir den zweiten Fall die Plastidenentmischung 
albomaculater Pflanzen genannt. 

d) Weiterhin kénnen plasmatische Erbunterschiede durch eine ungleich- 
mafRige Vermehrungsgeschwindigkeit einzelner Erbkonstituenten entstehen. 
Einzelne Falle solcher Art sind z. B. bei den ‘Plastiden bekanntgeworden. 

e) Schlieflich ist es theoretisch méglich, da Unterschiede im plasmati- 
schen Erbgut durch Inaktivierung bestimmter Zytoplasmabestandteile im 
Laufe der ontogenetischen Entwicklung entstehen, sei es, daft aktives, leben- 
des und sich identisch reproduzierendes Eiweiff irreversibel ab- oder um- 
gebaut wird, sei es, daff es zum Bau plasmatischer Zellorganellen Verwen- 
dung findet und dabei reversibel inaktiviert wird. Es lat sich die Hypothese 
aufstellen, daf ein solches Verhalten relativ haufig ist, da es mit den 
Determinationsvorgangen im Zusammenhang steht, und daf die Teilungs- 
unfahigkeit bestimmter ausdifferenzierter Zellen mit solchen Veranderungen 
des plasmatischen Erbgutes zusammenhingt. 

f) SchlieRlich kénnte man noch an eine Neubildung von Plasmakonsti- 
tuenten denken. Die in der angelsachsischen Literatur vielfach diskutierte 
Produktion von Plasmagenen durch entsprechende Gene des Zellkernes ist 
noch unsicher und fraglich. Eine parallele Wirkung von Kerngenen und 
plasmatischer Vererbung berechtigt noch nicht zur Annahme genbiirtiger 
Plasmagene. Derselbe Effekt kann auch durch eine selektive Wirkung des 
Genoms auf die Umkombination ‘des Plasmons zustande kommen. 


3. Die Beeinflussung der Plasmonumkombination 


Es ist nun wichtig, da die soeben angefiihrien Abainderungsvorgange in 
sehr verschiedener Weise einer Beeinflussung zugianglich sind. 

a) Bei der Plasmonmutation wird man in Analogie zur Genmutation an- 
nehmen diirfen, da zum mindesten die Héhe der Mutationsrate beeinfluf- 
bar ist. 

b) In bezug auf die Plasmamischung bei der Befruchtung ist noch zu 
untersuchen, ob z. B. die Ubernahme miannlichen Plasmas und seine Einbe- 
ziehung in die Meristeme des Embryos von Umweltseinfliissen abhangig und 
experimentell abanderbar ist. Auch ist zu priifen, ob dabei eine villige 
Durchmischung oder nur ein Nebeneinander der vaterlichen und miitter- 
lichen Plasmen vorkommt. 

c) Wichtig ist, da& die Anordnung der einzelnen Zellbestandteile in der 
Zelle von inneren und auferen Faktoren abhangig und experimentell be- 
einflufbar ist. Die Eientwicklung der Tiere liefert hiezu mannigfache Bei- 
spiele. Auch ist es wahrscheinlich, da die Mischung der Plasmen bei der 
Befruchtung und die Entmischung bei den folgenden Zellteilungen z. B. von 
den wechselnden Hydratations- und Viskositatszustainden, von der Inten- 
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sitat der Plasmastrémung und anderen zellphysiologischen Verhiltnissen 
abhangig sind. 

d) Als Beispiel fiir eine Beeinflussung der relativen Teilungsgeschwindig- 
keit ist die Teilungsverzégerung der Euglena-Plastiden gegeniiber der Zell- 
teilungsgeschwindigkeit unter dem Einflu® des Lichtmangels zu nennen. Sie 
kann bei organischer Ernahrung zu einer Plastidenverarmung der Zellen und 
schlieBlich durch vélligen Plastidenverlust zu chlorophyllfreien, saprophyti- 
schen Formen fiihren (Ternetz 1912). 

e) Da eine eventuell vorkommende Inaktivierung bestimmter Plasma- 
anteile im Laufe der Ontogenie und wiahrend der Determinationsvorginge 
unter der Beeinflussung innerer und auferer Faktoren vor sich gehen wird, 
braucht nicht weiter betont zu werden. 

Unter diesen Umstanden werden sowohl die genetischen Faktoren, wie 
die auRere und innere Umwelt einen direkten oder indirekten Einflu& auf 
die Plasmonabanderung nehmen kénnen. Dem entspricht, dafi die in den 
Versuchen des Verfassers beobachteten Plasmonvarianten nur unter ganz 
bestimmten Umweltsbedingungen der Pflanzen, nur in bestimmten Entwick- 
lungssiadien und nur bei bestimmten Genotypen beobachtet wurden. 


4. Wann und wo ist eine Beeinflussung der Plasmon- 
umkombination méglich? 


Es ist wichtig, da die die Plasmonumkombination beeinflussenden Fak- 
toren in sehr verschiedenen Phasen des Abanderungsvorganges wirksam 
werden kénnen. 

a) [hr Einflu® kann sich auf die Auslésung der Umkombination beschrian- 
ken, wobei der Umkombinationsvorgang dann eigengesetzlich oder zufalls- 
gemaf ablauft. In den Versuchen des Verfassers scheint z. B. das winterliche 
Klima bevorzugt in diesem Sinne zu wirken, wahrend es bisher noch nicht 
gelungen ist, das Verhialtnis der einzelnen Plasmotypen zueinander wesent- 
lich durch hohe oder niedere Temperaturen zu verandern. 

b) Weiterhin ist anzunehmen, dafi die Umwelt in bestimmten Fallen den 
Abanderungsvorgang selbst beeinflussen kann, sei es in quantitativem oder 
qualitativem Sinne. Der soeben erwahnite Einflu& des Lichtmangels auf die 
Teilungsrate der Euglena-Plastiden gehért hierher. Vielleicht kommt auch 
die mehrfach beobachtete Umpragung des Plasmons durch einen eingekreuz- 
ten fremden Zellkern (Michaelis 1933, 1948e) auf diese Weise zustande. 
Es kann weiterhin die Hypothese aufgestellt werden, daff die meisten ex- 
perimentell erhaltenen Dauermodifikationen auf solchen direkten Verande- 
rungen des plasmatischen Erbgutes beruhen. 

c) SchlieBlich kénnen die verschiedenen Faktoren erst nachtraglich auf 
die Lebensfahigkeit der abgeanderten Plasmotypen Einflu® nehmen. Alle 
Plasmonabanderungen haben natiirlich einen Selektionswert, der je nach 
den Umweltsbedingungen positiv, neutral oder negativ sein kann. Bei dem 
Versuchsobjekt des Verfassers lat sich sowohl eine gegenseitige Konkurrenz, 
wie auch eine Veranderung des Selektionswertes unter verschiedenen Um- 
welisbedingungen leicht feststellen. 

Bedeutungsvoll ist es nun, den Wirkungsort der einflufnehmenden Fak- 
toren zu betrachten. Sie kénnen auf ganz verschiedenen Ebenen des Indi- 
viduums wirksam werden. 

a) Einmal in der Einzelzelle. Das gilt vor allen Dingen fiir die primaren 
Abianderungsvorgange der Mutation, Mischung, selektiven Vermehrung usw. 
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Da alle Bestandteile der Zelle gemeinschaftlich ein einheitliches System bil- 
den, wird in diesem Falle auch der Abanderungsvorgang in mannigfacher 
Weise von diesem System und seinen Gliedern mitbestimmt werden. Dabei 
wird der Einflu& der inneren Faktoren gréfer sein als der der Umwelt. Es 
lat sich z. B. feststellen, da die Abanderungsméglichkeiten des Plasmons 
von den Genen des Zellkernes abhangig sind, wie auch die Genmutation von 
seiten des Plasmas quantitativ beeinflu&t werden kann. Andererseits darf 
aber nicht iibersehen werden, daft gerade dieses System der Zelle mit seinen 
funktionell aufeinander eingestellten Konstituenten die Abanderungsmég- 
lichkeiten seiner Glieder einschranken wird. Alle Anderungen, durch die die 
funktionellen Wechselwirkungen zwischen den Systemgliedern beeintrach- 
tigt werden, werden zu Letalitét und damit zur Elimination der abgeander- 
ten Konstituenten fiihren. 

b) Weiterhin wird aller Wahrscheinlichkeit nach der Vorgang der Plas- 
monumkombination durch die Lage der entsprechenden Zellen im Gewebe- 
und Organverband beeinflu&t werden kénnen, wobei diffundierende Sub- 
stanzen, vor allem Hormone eine Rolle spielen werden. In diesem Zusam- 
menhange sei nochmals an die ungleichmafRige Verteilung mancher Zell- 
inhaltsbestandteile wahrend der Embryonalentwicklung der Tiere erinnert, 
durch die eine verschiedene Determinierung der Gewebe zustande kommt, 
die sich aus den entsprechenden Zellbezirken entwickeln. Nachdem ein Teil 
dieser Determinationen auch bei langer Gewebekultur konstant (vgl. auch 
Abschnitt 6b, S. 272) erhalten bleibt, laRt sich die Hypothese aufstellen, da 
viele dieser Determinationsvorgiinge auf dem Wege einer Plasmonabande- 
rung zustande kommen.’ 

c) SchlieBlich kénnen die verschiedenen beeinflussenden Faktoren erst 
auf der Ebene des Individuums wirksam werden. 

Diese Gliederung ist nicht nur von Bedeutung, wenn die eigentlichen Ab- 
anderungsvorgange ins Auge gefafit werden. Sie muff in besonders hohem 
Make bei den Selektionsvorgangen beriicksichtigt werden: a) Wirkt sich ein 
positiver oder negativer Selektionswert eines bestimmten Plasmotyps erst 
fiir das ganze Individuum aus, so erfaft die Selektion nur ganze Individuen 
und spielt wie bei der Kernvererbung nur in Populationen und Genera- 
tionenfolgen eine Rolle. b) Wird ein positiver oder negativer Selektions- 
wert aber schon im Gewebe- oder Organverband oder gar schon in der Zelle 
manifest, so kann die Selektion schon auf Teile eines Individuums iiber- 
greifen. Bei dem pflanzlichen Versuchsobjekt des Verfassers diirfte die ge- 
richtete Abanderung der Pflanze, die regelmaftig zu einer Beseitigung der 
Wachstumshemmungen fiihrt, durch eine solche intraindividuelle Selektion 
zustande kommen. Bei den Tieren mit ihrer streng koordinierten, geschlos- 
senen Entwicklung diirfte eine Sonderentwicklung neuer Plasmotypen wohl 
viel schwerer moéglich sein. Sie diirfte nur bei einer harmonischen Weiter- 
entwicklung des ganzen Systems im Laufe von Ontogenie und Phylogenie 
méglich sein‘ oder nach Sprengung der Koordination. Es kann die Annahme 
gemacht werden, daft an der Krebsentstehung Abanderungen des plasmati- 
schen Erbgutes beteiligt sind und daf{ manche Tumoren durch das Sonder- 
wachstum von Plasmotypen mit positivem Selektionswert zustande kommen 
(Michaelis 1948 d, 1949 e). 


1 Es koénnen von hier aus auch Briicken zu Teilen der Weismann schen Keim- 
plasmatheorie und des Haeckel schen phylogenetischen Grundgesetzes geschla- 
gen werden. 
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5. Uber das Auftreten der Plasmovarianten 


Die hier erwahnten Abanderungs- und Entmischungsvorginge werden je 
nach der Geschwindigkeit der Vorgange und je nach der Anzahl der be- 
teiligten Erbtrager pro Zelle in sehr verschiedener Weise sichtbar werden 
kénnen. Correns (1937) fiihrte schon ausfiihrlich aus, daf eine Entmischung 
verschiedenartiger Plastiden um so langsamer vor sich geht und um so lan- 
gere Zeit nur Zellen mit verschiedenen Mischungsverhialtnissen ergeben muf, 
je groéfer die Zahl der Plastiden pro Zelle ist. Diese Uberlegungen gelten 
jedoch nur so lange, als die Entmischung allein vom Zufall abhangig ist und 
keine direkte Beeinflussung der Entmischung stattfindet. 

a) Bei einer schnellen und vollkommenen Entmischung der unterschied- 
lichen Plasmonkonstituenten, z.B. auf dem Wege einer selektiven Elimi- 
nation, wird die Abanderung des plasmatischen Erbgutes sprunghaft vor 
sich gehen und ein Bild geben, wie es in dhnlicher Weise von der Gen- 
mutation her bekannt ist. 

b) Bei einer langsamen und quantitativen Entmischung zahlreicher Erb- 
konstituenten ist zu erwarten, daft die Plasmovariation iiber viele Zwischen- 
stufen gleitend und flieRend vor sich geht. Die eingangs geschilderten ex- 
perimentellen Befunde lassen sich zwanglos auf Grund einer solchen Vor- 
stellung verstehen 


6 Uber die Erbkonstanz der Plasmovarianten 
SchlieBlich erscheint es noch wichtig, die Erbkonstanz der auf dem Wege 


der Plasmonumkombination entstandenen Abanderungen zu betrachten. 

a) Bei einer qualitativen, vollstandigen Elimination einzelner Sorten von 
Erbtragern wird der Abinderungsvorgang irreversibel sein. Dementspre- 
chend wird eine Erbkonstanz zum mindesten bei vegetativer Vermehrung 
so lange festzustellen sein, bis eine neue Mutation auftritt. Bei einer genera- 
tiven Vermehrung kann eine Erbkonstanz nur dann erwartet werden, wenn 
das plasmatische Erbgut ausschlieflich von der Mutter geliefert wird. Bei 
den haufigeren Fallen einer Plasmamischung bei der Befruchtung ist eine 
Erbkonstanz nur méglich, wenn die Kreuzung zwischen gleichen Plasmo- 
typen erfolgt, wenn das vaterliche Plasma eliminiert wird oder die urspriing- 
liche Plasmonkombination einen positiven Selektionswert besitzt. 

b) Bei einer quantitativen Abanderung des Mischungsverhiltnisses, z. B. 
durch eine verschiedene Vermehrungsgeschwindigkeit, wird aber der Vor- 
gang der Plasmonumkombination reversibel sein kénnen. Dies ist besonders 
wichtig, wenn die Abanderung unter dem Einfluf innerer oder auferer Fak- 
toren vor sich geht. 1. Erfolgt die Plasmonabanderung langsamer als die 
Anderung der beeinflussenden Faktoren, so kann das Bild einer mehr oder 
minder lange andauernden Nachwirkung zustande kommen. Liegen aufere 
Faktoren vor, so kann auf diese Weise eine Dauermodifikation entstehen. 
Bei der Einwirkung innerer Faktoren kann das Bild einer Pradetermination 
gegeben sein. Beide Falle diirften verhaltnismafig haufig vorkommen. 2. Er- 
folgt schlieBlich die Plasmonabanderung synchron mit der Anderung des be- 
einflussenden Faktors, so ist zu erwarten, dai die Abainderung auferlich 
einer Modifikation gleicht. Eine Unterscheidung zwischen solch einer Plas- 
monumkombination und einer Modifikation wird praktisch nur sehr schwer 
méglich sein. Theoretisch wird sie sich danach richten miissen, ob eine Ab- 
anderung der lebenden, identisch reproduzierbaren Zellbestandteile, bzw. 
ihrer in den Zellen vorhandenen Kombination erfolgt oder nicht, denn die 
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identische Reproduktionsfahigkeit ist letzten Endes die entscheidende 
Grundlage fiir einen Erbvorgang. 

Abanderungsvorginge, wie sie hier geschildert wurden und die zu einer 
Parallele zwischen ,,Mutation“, ,,.Dauermodifikation® und _ ,,Modifikation“ 
fiihren, sind schon langst, z.B. bei Viren und Bakterien bekannt. Es hat 
verhaltnismafig lange gebraucht, bis man erkannt hat, daft diese Abande- 
rungen vielfach durch Selektion innerhalb von Populationen entstehen. Bei 
der plasmatischen Vererbung besteht die Méglichkeit, daf diese Vorginge 
auch auf das Individuum iibergreifen. Die auffalligen, an den Plasmon- 
abinderungen bei Epilobium beobachteten Parallelen zwischen Modifikation, 
Nachwirkung, Dauermodifikation und Erbanderung finden ebenso wie 
die gerichtete und die gleitende Abanderung bei der Annahme einer intra- 
individuellen Plasmonumkombination ihre zwanglose Erklarung. 


D. SehluB 


Diese Ausfiihrungen iiber die verschiedenen Méglichkeiten der intra- 
individuellen Plasmonumkombination miissen an dieser Stelle geniigen. 
Im einzelnen ware zu den verschiedenen Punkten noch viel zu sagen. Die 
hier gegebene Aufzahlung ist auch in mancher Beziehung noch liickenhaft, 
und durch Kombination der erwahnten Erscheinungen sind noch mannig- 
fache weitere Abainderungsméglichkeiten gegeben. Es sollten hier nur die 
Punkte einer kurzen Besprechung unterzogen werden, die zur Deutung der 
schon verdffentlichten, experimentellen Befunde wesentlich sind und deren 
Vorkommen durch diese Befunde wahrscheinlich gemacht wird. 

Bei einer ausfiihrlicheren Beschaftigung mit den hier angedeuteten Ge- 
dankengingen ergeben sich zahlreiche neue, theoretisch wichtige Perspek- 
tiven. Der kurze Hinweis auf das Determinationsproblem mag ein Beispiel 
hiefiir geben. Es zeigt sich dann aber auch, dafi noch zahlreiche offene 
Fragen bestehen, die durch genetische, zytologische und zellphysiologische 
Untersuchungen zu kliren sind. Zweck dieses kurzen Vortrages konnte es 
nur sein, auf die bisher viel zu wenig beriicksichtigte Plasmonumkombina- 
tion und ihre Bedeutung hinzuweisen und zu weiteren Untersuchungen an- 
zuregen. Die Plasmavererbung wird in der Zukunft zu manchen neuen Im- 
pulsen fiihren. Sie wird infolge der Konstanz der Plasmoneinheiten einer- 
seits und infolge der Veranderlichkeit der plasmatischen Erbsumme anderer- 
seits zu einem Bindeglied zwischen Genetik und Physiologie werden. 
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Notiz tiber Cephalantera Albinos 
Von 
Friedl Mairold und Fried] Weber 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Graz 


(Eingelangt am 8. Juli 1944) 


In einem dichten Fichtenwalde am Frauenkogel nérdlich von Graz wur- 
den am 25. Juni zwei nebeneinanderstehende albinotischhe Exemplare von 
Cephalanthera Damasonium (C. alba) aufgefunden, ihre Farbe war gelblich- 
wei. Jede Pflanze hatte fiinf Blatter von normaler GroéRe und Gestalt aus- 
gebildet und erreichte eine Héhe von etwa 20cm, Bliiten waren nicht vor- 
handen. In der Nahe stehende normal griine Pflanzen derselben Art zeigten 
in Habitus und Gréfe vollkommen gleiches Aussehen wie die Albinos. Uber 
»blasse“ Cephalantheren liegen von Renner (1937, 1942) bereits Berichte 
vor. Zunachst wurde der Starkegehalt der albinotischen Blatter untersucht. 
Das Chlorenchym der griinen Blatter enthalt zahlreiche Kérnchen autoch- 
thoner Starke, die allerdings auRerst klein und daher selbst in Jodchloral- 
hydrat schwer zu erkennen sind. Im Mesophyll der Albinos lief sich Starke 
dagegen iiberhaupt nicht nachweisen. Die Schliefizellen der Blatter der 
griinen Pflanzen weisen reichlich Starke auf, die der Blatter der Albinos 
aber nur ganz geringe Spuren. Daf in den Schliefzellen albinotischer Blatter 
die ,,Sparstarke“ sich lange halt, ist von anderen Pflanzen her bekannt 
(Reuter 1938). 

An den Albinoblattern wurden Vitamin-C-Bestimmungen nach der Me- 
thode Tillmans durchgefiihrt und der Vitamin-C-Gehalt dabei mit 
52mg% bezogen auf das Frischgewicht ermittelt. Der entsprechende Wert 
griiner Cephalanthera-Blatter betrug 114mg%. Es stimmt also das Ver- 
halten der weiffen Cephalanthera mit dem der Albinos anderer Pflanzen 
gut iiberein, von denen bekannt ist, da sie wesentlich weniger Ascorbin- 
sdure enthalten als ihre griinen Artgenossen.’ Wahrend bei streng C-auto- 
trophen Pflanzen ein solcher Chlorophylidefekt zu einem sich letal aus- 
wirkenden Faktor wird und Albinos sich nicht iiber das von den Samen- 
reserven zehrende Keimlingsstadium hinaus weiter entwickeln kénnen, 





1 Von der Regel, daf chlorophylifreie Blatter weniger Ascorbinsdure enthalten 
als griine, gibt es allerdings auch Ausnahmen. So wurde am 30. Juni 1944 der Vita- 
min-C-Gehalt weifer Blatter von Chamaebuxus alpestris mit 114mg% bestimmt, 
der Gehalt griiner Blatter mit 88mg%. Die albinotische Pflanze wurde am Lineck 
bei Graz aufgefunden, die Blatter des vorigen Jahres waren griin; die Vergleichs- 
bestimmung erfolgte ebenfalls an diesjahrigen Blattern einer normal griinen Pflanze. 
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wuchsen die Cephalanthera-Albinos zu voéllig normal gestalteten Pflanzen 
heran. Diese humusbewohnende Orchidee kann sich also anscheinend auch 
C-heterotroph (als ,,Holosaprophyt“) mycotroph ernahren, wenn sie einen 
albinotischen Chlorophylidefekt erleidet, denn es ist wohl nicht anzunehmen, 
dai die beiden offenbar einem Rhizom entspringenden beblatierten Pflan- 
zen sich lediglich auf Kosten von Reservestoffen ernahrt haben, die in den 
vorausgehenden Vegetationsperioden im Rhizom aufgespeichert worden 
sind. Ziegenspeck (1936) gibt an, daft Cephalanthera alba an ihren 
Standorten auch eine Zeitlang ,,latent sein kann. Wenn namlich der Nadel- 
wald zu dicht (lichtarm) wird, so verschwindet sie, um beim Lichterwerden 
wieder iiber dem Boden zu erscheinen. Ziegenspeck bezeichnet dies als 
einen ,,Riickschritt zur Vollmycotrophie der Jugend“. Das wiirde bedeuten, 
daft Cephalanthera alba, wenn der Lichtgenuf zu gering wird, so daf sie 
nicht mehr geniigend assimilieren kann, auch nicht mehr iiber dem Boden 
erscheint, um so erstaunlicher ist es, daff im Falle des Chlorophyllidefektes, 
der eine Photosynthese ja ganz ausschlieft, normal entwickelte Pflanzen 
ausgebildet werden. Auch Neottia kann im Dunkeln voll zur Entwicklung 
kommen (Weber 1920), dieser Saprophyt soll allerdings infolge Inaktivitat 
seiner einzigen Chlorophyllkomponente auch in Licht nicht zu assimilieren 
vermégen (Montfort 1940). 

Beachtenswert ist, daf die albinotische Cephalanthera, wenn auch im 
Vergleich zur griinen nur wenig, absolut génommen doch ziemlich viel Ascor- 
binsdure enthalt. Dieser Befund verdient Interesse in Hinblick auf die oft 
erdrterte Frage, ob die Chloroplasten in der Pflanze die primare Bildungs- 
statte des Vitamin C darstellen. Chloroplasten lassen sich in den Cepha- 
lanthera-Albinos weder im Mesophyll noch in den Schliefzellen nachweisen, 
auch nicht mit Hilfe von Silbernitrat, worin sich nach Molisch (1918) die 
Chloroplasten schwarzen und selbst die allerkleinsten chlorophylliragen- 
den Plastiden auffinden lassen (Ruhland & Wetzel 1924). Keller (1930) 
gibt unter den ,,Monstrositaten“ von Cephanlanthera alba ebenfalls ,,Pflan- 
zen ohne Chlorophyll“ an. Die Cephalanthera-Albinos haben also wohl die 
Fahigkeit, Ascorbinséure auch ohne Chloroplasten zu bilden, und zwar in 
den Blattern, denn daf der Wurzelpilz dieses Vitamin liefert, ist nicht an- 
zunehmen. Es sei in diesem Zusammenhange daran erinnert, daft nach 
Moldtmann (1939) die chlorophyllfreien parasitischen Bliitenpflanzen 
Lathraea und Orobanche keine Ascorbinsaure enthalten. Weber (1940) gibt 
den Vitamin-C-Gehalt von Neottia mit 41mg%, den von Limodorum mit 
8,4mg% und den von Corallorhiza mit 41 mg% an. 
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Polarisationsmikroskopische Messungen an Mikrosporen- 
mutterzellen von Tradescantia paludosa 
Von 
Hans H. Pfeiffer, Bremen 
Aus dem Laboratorium fiir Polarisationsmikroskopie 


(Eingelangt am 26. August 1944) 


Vor ungefahr einem Jahrzehnt machten Schmitt und Johnson? 
auf cytoplasmatische Granuli aufmerksam, die in friihen Ent wick- 
lungsstadien des mannlichen Gametophyten von Tradescantia 
auftreten, mit deren Wachsen aber verbraucht werden und mikrochemisch 
ein sehr eigenartiges Verhalten zeigen. Gegeniiber Reaktionen auf Lipoide, 
Kohlehydrate und Proteine verhalten sie sich negativ, durch Trypsin werden 
sie verdaut, wahrend Pepsin und Diastase ohne erkennbare Wirkung blei- 
ben, und in Wasser, Salzlésungen und verdiinnten Mineralsauren sind sie 
unléslich, wahrend sie in verdiinntem Alkali oder auch schon in Wasser von 
45 bis 50°C gelést werden. Die Entdecker sahen in den auch polarisations- 
optisch wirksamen Zellbestandteilen hauptsachlich aus Proteinen aufgebaute 
Gebilde. Deswegen schien ihre eingehende Untersuchung im Vergleich zu 
den bereits polarisationsmikroskopisch vermessenen Eiweifispindeln? sehr 
erwiinscht. Eine kurze Orientierung in den fiir solches Nachsuchen so gut 
geeigneten Vorlesungen Kiisters* ergab keinen einschlagigen Hinweis. 
Von Tradescantia sind allerdings die von Schimper‘ beschriebenen, relativ 
grofen, kugeligen, stark lichtbrechenden Leukoplasten in der Epidermis 
ebenso wie die von A. Meyer® behandelten, in Vakuolen frei beweglichen 
Oxalatkristalle bekannt, welche sich mit einer durch jodhaltige Lésungen 
braunenden Hiille umgeben, ohne daft diese deswegen mit Sicherheit als 
cytoplasmatische Derivate erwiesen werden kénnten. Zu welch unerwar- 
teten Befunden aber dann die eingehende Beschaftigung mit den Ge- 


1 F.O.Schmitt and G.T. Johnson, Ann. Missouri bot. Gard, 25, 455 (1938). 

* H. H. Pfeiffer, Protoplasma 36, 616 (1942). 

3 FE. Kiister, Die Pflanzenzelle, S. 408 (Jena 1935). 

* A. F. W. Schimper, Jahrb. wiss. Bot. 16, 1, 62 (1885). — Vgl. auch Kiister, 
a. a. O. 258. 

5 A. Meyer, Morphologisch-physiologische Analyse der Zelle der Pflanzen und 
Tiere 1, 373 (Jena 1920). — Kiister, a. a. O. 398, 400. 
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bilden in den miannlichen Gametophyten gefiihrt hat, sei in dieser Mit- 
teilung kurz gezeigt. 


La&Rt schon der Ausfall der mikrochemischen Reaktionen, der in 
allen Fallen bestiatigt werden konnte, die Annahme der Proteinzugehérig- 
keit zweifelhaft erscheinen, so ergibt eine Probe mit Jodjodkalium das Vor- 
kommen von Starke oder einer Modifikation derselben*. Der physiologi- 
schen Bedeutung der Inhaltsbestandteile nach scheint es sich also um ein 
Vorkommen zu handeln, welches dem intraprotoplasmatischer Zellulose- 

kérner vergleichbar ist, wie es Weber van 
Or 


Bosse’ fiir die auf Pilea parasitisch lebende 


Alge Phytophysa Treubii gezeigt hat. Aber 

auch die polarisationsoptischen Be- 

& &, funde sind in mehrfacher Hinsicht iiberraschend. 
KARY | 


Zu den Untersuchungen benutzt man die jun- 


WL gen Mikrosporen beispielsweise von Trade- 
WS YP) scantia paludosa in jenem Entwicklungsstadium. 
in welchem die Trennung der Tetraden eben ein- 
gesetzt hat. Zwischen gekreuzten Nicols* ergeben 


die im Zytoplasma gelegenen Kérnchen bei 
orthoskopischer Betrachtung das Auf- 
treten von vier hellen Sektoren, welche durch 
ein schwarzes, je nach der Lage des Kornes in 
der Gestalt etwas wechselndes Brewster- 
oder Sphiaritenkreuz voneinander getrennt 
F , : , sind. Dieses ahnelt dem Hauptisogyrenkreuz 
rite. Die Pfeile geben die optisch-einachsiger Kristalle in konoskopischer 
Richtungen der Verlagerung Untersuchung. Bei Einschalten eines Gipsplatt- 
der Interferenzringe beiStei- hens Rot I erscheinen die Arme des Aus- 
gerung in einem super-  léschungskreuzes rot und zwei der Sektoren 
ponierten Kompensa-  |ebhaft blau, die beiden anderen leuchtend gelb. 
tor (nach W. J. Schmidt) Bekanntlich verlauft durch die blau gezeich- 
an; n, bezieht sich auf den neten Sektoren die langere, durch die gelben 
Berek-Kompensator im die kiirzere Achse der Indexellipse des Gips- 
Tubusschlitz, (n,) auf den  pjlittchens. Da die lingere Achse der Index- 
Sphariten. ellipse radial streicht, handelt es sich bei 
unserem Objekt um sogenannte positive 
Brewster-Kreuze, womit freilichh iiber den _ kristallographisch-opti- 
schen Charakter der Doppelbrechung noch nichts ausgesagt wird. Nur 
unter besonders giinstigen Beobachtungsbedingungen lassen sich in raum- 
licher Anordnung ringférmig das Kreuz durchsetzende Interferenzfarben 
erkennen (Bertrandsches Kreuz). Bei Gebrauch eines Drehkompen- 
sators, z. B. nach H. Sénarmont oder M. Berek®, erfahren die 
farbigen (oder bei monochromatischer Beleuchtung schwarzen) Interferenz- 
® Vel. auh K. Yasui and N. Suita, Bot. Magaz. Tokyo 53, 521 (1939). 

7 A. Weber van Bosse, Ann. Jard. bot. Buitenzorg 8, 165 (1890). — Kiister. 
a. a. O. 415. 

8 Fiir die polarisationsmikroskopischen Messungen sei hier verwiesen auf H. H. 
Pfeiffer, Das Polarisationsmikroskop als Mefinstrument in Biologie und Medizin. 
40, 47 (Braunschweig 1944). 
®* Pfeiffer, a.a.O. 53, 58. 






Abb. 1. Bertrandsches 
Kreuz mit Interferenzringen 
bei raumlich-zentraler Fase- 
rung der Leptonen in ortho- 
skopischer Ansicht der Spha- 
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ringe anormale Verschiebungen, indem sie sich in zwei Quadranten auf- 
einander zu, in den beiden benachbarteft voneinander fortbewegen 
(Abb. 1). Das beruht darauf, daft zufolgé der réumlich konzentrischen An- 
ordnung der Lepionen in einer vom kugéligen Sphiariten tangential ab- 
geschliffenen Kappe wegen der zunehmenden Divergenz der Strahlen gegen 
die optische Achse der Leptonen der Gangunterschied von der Mitte aus 
zunachst ansteigt, dann aber mit abnehmender Dicke der Kappe nach dem 
Rande wieder sinkt. Indem sich jene Quadranten, in welchen sich die Inter- 
ferenzkurven bei: Steigerung des Gangunterschiedes im Kompensator auf- 
einander zubewegen, in Subtraktionslage zu dessen Schwingungsrich- 
tungen befinden, laft sich daraus der optische Charakter der mikroskopisch 
nicht auflésbaren Le ptonen der Sphirite als p ositiv erschliefen. 

Fir Messungen der Anisotropie derartiger spharitischer Kér- 
per haben wir eine geeignete Beziehung in der von Frey-Wyssling”™ 
abgeleiteten Niherungsformel 


(No — Na)p = Imax /1,122 rv, 
worin I'max den maximal bestimmten Gangunterschied, * den Radius der 
Kugel und der Ziffernwert eine spezifische Konstante darstellt. 





b 
Abb. 2. a Brewster-Kreuz eines untersuchten Granulum zur Ermittlung des 
Radius r — b der maximale Gangunterschied I',,,, des gerade vermessenen Qua- 


dranten, nicht aber des ihm gegeniiberliegenden, gerade kompensiert. 


Zu den Anwendungsbedingungen der Gleichung gehért, daf die Sphirite 
in einem Medium mit dem Brechungskoeffizienten zwischen n, und n,, bei dem 
Versuchsobjekt (siehe unten) also zwischen 1,5366 und 1,5271, gemessen werden. Als 
gut geeignet haben sich hierfiir Mischungen erwiesen, welche beim Verdiinnen von 
Benzylalkohol (np 1,5376) mit Cyclohexanol (np1,4645) erhalten werden. 

MeBfehler, welche durch den gekriimmten Verlauf des auferordentlichen 
Strahles, fiir welche sich die Lichtbrechung bestiandig andert, entstehen, bleiben 
wegen des nur geringen Wertes der Doppelbrechung — namlich gemaf der hier 
nicht zu behandelnden Bestimmung der beiden Brechungskoeffizienten n,, n, nach 
der Beckeschen Methode*: 0,0092 bis 0,0098 — zu vernachlassigen. 

Wenn man nach Bestimmen des Radius mit dem Okularmikrometer (Abb. 2a) 
mittels eines Drehkompensators (nach Berek oder Sénarmont) kompensiert, ver- 


10 A. Frey-Wyssling, Ber. Schweiz. bot Ges. 50, 321, 326 (1940). — H. Speich. 
Dissert. E. T. H. Ziirich, S. 7 (1941). — W. J. Schmidt, Protoplasma 37, 86, 92 
1942). — Pfeiffer, a.a.O. 39. 

11 W. J. Schmidt, Handb. biol. Arbeitsmeth. (V) 10, 827, 855 (1935). — Vel. 
H. H. Pfeiffer, |. c. 69f.; Experimentelle Cytologie, S. 55 (Leiden and Waltham 
1940). 
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schwindet das schwarze Brewster-Kreuz; doch wird gerade dadurch eine Ver- 
wechslung mit den durch das Kompensieren schwarz werdenden Stellen ver- 
mieden. Bei vollstandigem Kompensieren erscheinen die beiden Quadranten in der 
Subtraktionsstellung dunkel und bilden die Achsen der beiden keilférmigen Schatten 
cine Gerade (Abb. 2b). Wenn jetzt doch noch ein Winkel zwischen ihnen auftritt, 
so ist beim Kompensieren nicht von der genauen 45°-Stellung des Kornes ausgegan- 
gen worden (die ja wegen der fast kugeligen Gestalt des Objekts kaum jemals 
sofort exakt gefunden wird) und muff durch Drehen des Objekttisches korrigiert 
und die Messung sogleich wiederholt werden. In manchen Fallen kann iibrigens — 
als Folge einer nur so sich zeigenden geringen Abplattung des Sphiariten — der 
einem vermessenen Quadranten gegeniiberliegende Quadrant nicht gleichzeitig voll- 




















Tabelle 1. 
MeRbefunde und die daraus zuermittelnde Doppelbrechung (n,—n,)? 
Sénarmont-Kompensator Berek-Kompensator 
r 
mx | (tao) Tmax (na—no)D 
0,6 0,65 0,0096 0,7 0,0103 
0,8 0,85 0,0094 0,9 0,0100 
0,9 0,95 | 0,0094 0,95 0,0094 
1,2 1,3 | 0,0096 1,3 0,0096 
1,3 1,4 0,0095 © 1,35 0,0092 
1,4 1,5 0,0095 1,45 0,0093 
1,6 17 0,0094 1,65 0,0092 
arithm. Mittel: 0,0095 arithm. Mittel: 0,0095 








kommen kompensiert werden (Abb. 2b). Zum Unterschied von Messungen an Stiarke- 
kérnern kommen aber so stark abgeplattete Kérner bei dem hier gepriiften Objekt 
nicht vor, da sie von den Messungen ausgeschlossen werden miifiten, weil die nach 
der Methode Frey-Wysslings ermittelten Werte der Doppelbrechung sonst zu 
klein ausfallen wiirden. 


Infolge der geringen Abweichungen der untersuchten Korner von idea- 
ler Kugelgestalt findet sich beim Vergleich der Messungsbefunde 
(siehe Tabelle 1) eine recht geringe Streuung selbst beim Vermessen von 
Granuli sehr ungleicher Gréffe. Als arithmetisches Mittel von 15 Einzel- 
messungen jeweils einer iibereinstimmenden Gréfenklasse hat sich die posi- 
tive Anisotropie der Granuli zu 0,0096 + 0,0001 mit dem Sénarmont- 
Kompensator, bzw. 0,0094 + 0,0002 mit jenem nach Berek ergeben. Die 
Anisotropie der Objekte ist also von derselben Gréfenordnung wie jene 
von Quarz oder Gips (vgl. die auszugsweise mitgeteilten Werte in Ta- 
belle 2). Die nicht unerheblichen Abweichungen von den von Schmiit 
und Johnson angegebenen Werten erklaren sich aus der von uns an- 
gewandten verbesserten Bestimmungsformel Fre y-Wysslings, deren 
Eignung Pfeiffer’? durch vergleichende Messungen an verschiedensten 
sphiaritischen Materialien andernorts bereits nachgewiesen hat. Bei Ge- 
brauch des Be rek - Kompensators ist die Stre uung unter den ermittelten 
Werten aus unbekannten Griinden etwas gréfer als bei Verwendung eines 
Sénarmont-Kompensators. Stérungen in der Anordnung der 


 H. H. Pfeiffer, Blatt. Unters.- u. Forsch.-Instr. 17, 8, 11 (1943). 
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Leptonen innerhalb eines Sphiariten als Folge von Driicken sind relativ 
selten; beim Drehen des Objekttisches verraten sich solche Abweichungen 
sogleich dadurch, daft sich die Brewster-Kreuze in zwei Hyperbeln 
éffnen (Ahnlichkeit mit konoskopischen Interferenzbildern zweiachsiger 
Kristalle). 

Tabelle 2. 


Vergleich der Anisotropie (mga—no)p verschiedener biologischer und 
kristallographischer Materialien 








Granuli d Gametophyten (Tra- Myosinfiden, alkoholfixiert ... 0,003 
* descantia paludosa)...... 0,0095 | Muse. sartorius, frisch isolierte 
Starkekérrner (Solanum tubero- MES TEAR Fi sei 2280 ea 0,0019 
SM iis dteacses wid areseiens 0,0116 | Muse. abd. int. pars thorac., 
Zellwand der Faserzellen: Boeh- TAGE SS i ees eR 0,00181 
meria tenacissima .......- 0,0677 | Musc. semitendinosus: Rana... 0,00175 
ebenso: Urtica dioica ....... 0,062 Chromatin der Speicheldriisen- 
ebenso: Cannabis sativa ..... 0,055 chromosomen: Chironomus, 
ebenso: Corchorus spec. ..... 0,041 WOH HORS ss Se ee SS 0,0002 
Cellulosefiiden: Samen von Co- Cl aPaE Sate DE REORAES Er cere ena 0,009 
baea scandens ......... 0,047 GEO Cres ws) Hees 0,009 
N. ischiadicus, 6,5» dick: Rana. 0,0101 | Museovit ...........ce- 0,042 
ebenso: 4,6p dick......... rn GQ! sie. ewan 0,172 
Retinastibchen: Rana ...... 0,0017 
Muse. sartorius, alkoholfixiert: | 
Rane? 3 ivccs needs wes 0,003 | 


Bemerkenswert — zumal im Vergleich zum entsprechenden Verhalten der 
Starkekérner von Solanum nach Frey-Wyssling* — sind Anderungen 
der optischen Anisotropie beim Pressen der Objekte unter dem 
Deckglas. Dabei vergréfert sich ihr Durchmesser oft erheblich und 
nimmt im Innern die Doppelbrechung mehr und mehr (bis zur Isotropie) ab. 
Auch wenn es niemals gegliickt ist, ewa wie an den damit zu vergleichenden 
Stiirkekérnern, durch verstarkten Druck und Zerquetschen in Kanadabalsam 
neben einem isotropen Innern einen schwach positiven, breiteren Rand und 
einen diesen umgebenden schmalen, starker negativen zu erhalten, miissen 
wir wohl annehmen, daf die Anisotropie der untersuchten Granuli ahnlich 
wie die von Mesophasen relativ leicht variiert werden kann, d. h. daf die 
Korner aus einem ziemlich zart gebauten, der Zerstérung durch mechanische 
Krafte leicht zuganglichen Molekulargeriist aufgebaut werden. Daf ent- 
gegen Frey-Wyssling die negative Doppelbrechung an der Peripherie 
der Korner nicht auf einem elasto-optischen Effekt (Span- 
nungsdoppelbrechung) “ beruhen kann, folgt schon aus der Definition dieses 
Phinomens, das mit zeiilicher Begrenzung der hervorgerufenen Spannung 
ebenfalls beendet sein miifte. Wenn nur selten in dem isotropen Innen- 
raume konoskopisch das Achsenbild eines optisch einachsigen Kérpers 
konstatiert werden kann, so riihrt das offenbar davon her, da gewéhnlich 
entweder der Liasionsdruck bis zur Erzielung statistischer Isotropie nicht 
mehr ausreicht oder die vom polarisierten Licht durchlaufene Schicht nicht 


13 Frey-Wyssling, a.a.O. 332. 
44 Vel. aber H. H. Pfeiffer, Naturwiss. 32, 44 (1944). 
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geniigend dick ist. Daft aber die vertretene Deutung der Reduktion der 
Anisotropie bei Einwirken von Driicken das Richtige trifft, scheint die mehr- 
fach gemachte Erfahrung zu beweisen, daft durch Verquellenin Was- 
ser die aufgehobene oder verringerte (positive) Doppelbrechung des Korn- 
innern restituiert oder verstarkt wird (Wiederauftreten des Brewster- 
Kreuzes). Der Ablauf dieses Versuches erinnert lebhaft an das ebenso ge- 
deutete voriibergehende Auftreten einer spharitischen Struktur in den in 
wasserigem Medium verquollenen Mannakérnern aus Knollen von Amor pho- 
phallus konyak *. 
Zusammenfassung 


Die in Jungen Mikrosporen von Tradescantia paludosa voriibergehend 
auftretenden geformten Zellbestandteile erweisen sich als ein Starkederivat 
und bestehen aus optisch positiven Leptonen, welche durch radiale 
Anordnung zu positiven Sphariten aggregiert sind. Die aus Mes- 
sungen der maximalen Gangunterschiede ermittelten Werte der Doppel- 
brechung fiihren zu derselben Gréfenordnung wie bei der Doppelbrechung 
von Quarz oder Gips. Die Streuung der Anisotropie ist nicht nur bei 
Kérpern derselben Gréfenklasse, sondern selbst bei Vergleich der Werte 
aller untersuchten Gréfenklassen nur sehr gering; auch Stérungen in 
der Anordnung der Leptonen als Folge von Driicken und Spannungen sind 
iiberaus selten. Bemerkenswerte polarisationsoptische Befunde ergeben sich 
endlich in Versuchen mechanischen Quetschens und Zerdriickens 
der Objekte. 


Uber die Lagerung der Chromoplasten (Beobachtungen 
an pflanzlichen Haaren) 


Von 
Ernst Kiister, Giefien 


(Eingelangt am 7. April 1949) 


Die Krone der Cucurbita-Bliiten ist auf der Innenseite — an den freien 
Zipfeln wie in der Réhre — didht mit chromoplastenreichen Haaren besetzt, 
an deren Spitze Langsteilungen erfolgen, da umfangreiche Zellentraubchen 
zustandekommen. Bei manchen Sorten gehen diese Spitzenanteile der 
Haare friih zugrunde. Zimmermann (1928) hat iiber diese Haare keine 
niheren Mitteilungen gemacht. Neben ihnen werden wir von den Haaren 
einiger Kompositenbliiten sprechen, insbesondere den mit Chromoplasten 
ausgestatteten der Réhrenbliiten von Gaillardia aristata. 

Die Kronenhaare verschiedener Kiirbissorten unterscheiden sich hinsicht- 
lich ihrer Chromoplasten nicht unerheblich voneinander; fiir alle gilt in- 
dessen, da drei Verteilungsweisen gefunden werden: diffuse Vertei- 
lung, d. h. die Chromoplasten sind in allen Teilen des Plasmaleibes, auch 
den Plasmafaden, reichlich anzutreffen und geben der Zelle eine gleich- 
miafige, sattgelbe Farbung; Querwandstellung, d. h. die Chromoplasten 
liegen an den Querwanden der zylindrischen Zellen oder haufen sich an 
einer von ihnen — oder Kernsystrophe, d. h. die Chromplasten um- 


4% Frey-Wyssling, a.a.O. 334; Submikroskopische Morphologie des Proto- 
plasmas und seiner Derivate, S. 282 (Berlin 1938); Submicroscopic morphology of 
protoplasm and its derivatives, 226 (New York, Amsterdam, London, Brussels 1948). 
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lagern dicht gedrangt den Zellkern'. Bei manchen Kiirbissorten fand ich den 
ersten Verteilungstypus auferordentlich sinnfallig, bei anderen nur unvoll- 
kommen verwirklicht; der zweite Typus war bei vielen Bliiten besonders an 
den Haaren der Kronenréhre schén zu sehen, bei anderen auch an den der 
Kronenzipfel, oft nur an-der basalen Halfte- der vielzelligen Haare; waren 
die Spitzenanteile der Haare besonders verganglich, so zeigten ihre Zellen 
sehr auffallig den dritten Typus, der bei den Haaren aller untersuchten 
Sorten und an allen Teilen der Krone sehr verbreitet ist. 

Es scheint, daft die vom histologischen Charakter der Haarzellen und von 
ihrem Alter abhingigen ,,inneren Faktoren“ die Lage der Chromoplasten 
bestimmen und die wechselnden AuRenweltsbedingungen, z. B. das Licht. 
geringen oder keinen Einflu8 auf sie haben. 

Unsere Beobachtungen entsprechen den von Schimper mitgeteilten; er 
fand Chromoplasten vornehmlich in der Epidermis — von den der Haare 
teilt er nichts mit — und sagt, daft sie ihre Anordnung mit den Phasen der 
Entwicklung andern: im fertigen Zustand der Zellen liegen sie beinahe aus- 
schlieflich an der Innenwand, in griinen oder noch farblosen Knospen in- 
different verteilt oder um den Zellkern gehauft, in alteren gefarbten Knos- 
pen ausschlieflich oder vorwiegend an den Seitenwanden; kurz vor der 
Anthese beziehen sie ihren endgiiltigen Platz an den Innenwanden (18835, 
209). Schimper fand die Stellung der Chromoplasten im Gegensatz zu der 
der Chloroplasten vom Lichte unabhangig. Daf die Starke einen mafgeb- 
lichen Einflu® auf die Stellung der Chromoplasten gewinnen kénnte 
(Schimper 1885, 206), habe ich bei Cucurbitahaaren, deren Zellen oft sehr 
stirkereich sind, nicht beobachten kénnen. Falle, in welchen die Starke- 
belastung die Chromoplasten in den physikalisch unteren Teil der Zelle 
sinken liefe (Senn 1908, 151, 185, 291), habe ich nicht wahrgenommen. Ahn- 
lich wie Schimper dufert sich Senn (1908, 184) iiber die Lage der 
Chromoplasten. 

Bei allen Versuchen, die Physiologie der Bewegungen aufzuklaren, 
welche die Plastiden zum Zellkern hin oder gesetzmafig zu anderen Ortep 
fiihren. wird zu erwagen sein, daft Zellinhaltsbestandteile verschiedenster 
Art dieselben Wege zuriicklegen, denselben Zielen sich nahern und offenbar 
durch die gleichen Agentien verlagert werden. Es ware unzulassig, bei 
finalen Betrachtungen, die Plastiden fanden in dem Zellkern eine letzte 
Nahrungsreserve,:es gehe von dem Kern eine chemotaktische Wirkung auf 
die Plastiden aus, der Kern scheine an der Starkesynthese der ihn auf- 
suchenden Plastiden beteiligt usw. (Schimper 1885; Senn 1908) stehen zu 
bleiben, anstatt nach physikalischen Erklarungen zu suchen, welche den 
Verlagerungen aller zum Kern oder zu anderen bevorzugten Orten wan- 
dernden Bestandteile, der toten wie der lebendigen, Rechnung tragen. 

Viele Objekte sind seit Jahrzehnten Gegenstand wissenschaftlicher 
Untersuchung geblieben, weil bei ihren Zellen diejenigen plasmatischen Zu- 
stinde oder Vorgange, die zur Verlagerung der Plastiden fiihren, durch 
experimentelle Anderung der auferen Bedingungen sich schnell und zu- 


1 Kernsystrophe soll diejenige Systrophe heifen, die sich um den Kern 
der Zelle schart. Da ich zwischen einer solchen und einer an kernfreien Orten der 
Zelle eintretenden Protoplasma- oder Plastidenhaiufung physikalisch keine grund- 
satzlichen Unterschiede finden zu kénnen glaube, vermeide ich den Terminus 
Karyostrophe (vgl. Tischler 1943, 274) und nahere mich mit meiner Bezeichnungs- 
weise der von Schimper gewiahlten (1885, 220; vgl. auch Senn 1908, 70, Anm.). 
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verlissig herbeifiihren lassen. Gegeniiber den Chromoplasten der Cucurbita- 
haare gelingen solche Versuche nicht; wohl aber spielen sich Lageveriinde- 
rungen der Plastiden spontan wahrend der normalen Zytogenese ab, zu der 
wir auch die Vorginge des physiologischen Alterns einbeziehen. 

Ich habe bereits friiher (1910) den Versuch gemacht, die Bewegungen der 
Zelleinschliisse auf ihre physikalischen Eigenschaften und die des Plasmas, 
in dem sie liegen, zuriickzufiihren: Bei der Kernsystrophe — ebenso wie bei 
jeder vom Zellkern unabhangigen Haufung der Plastiden sind vermutlich 
Wirkungen der Oberflachenspannung im Spiele; die Plastidensubstanz der 
Zelle vermindert ihre Oberflache, indem die Plastiden sich aufeinander- 
haiufen; wird der Kern zum Zentrum der Haufung, so mégen beim An- 
sammeln des Zellinhaltes wiederum Oberflachenspannungen wirksam sein. 
Die Kernsystrophe erweist sich als unabhangig von der Lage des Kerns: 
Gleichviel ob er an einer Quer- oder Aufenwand oder in einem der Plasma- 
faden frei im Lumen der Zelle liegt oder, von reichlichhem Plasma umgeben, 
mit diesem einen miachtigen, langs verlaufenden Strang bildet, in allen 
Fallen kann er die Plastiden um sich scharen. Es ist fiir die Kernsystrophe 
ohne entscheidende Bedeutung, ob die Plastiden substanzarm sind oder 
grote Starkevorrite in sich bergen; im zweiten Falle scheint allerdings die 
Kernsystrophe lockerer auszufallen als bei Haufung substanzarmer Chromo- 
plasten, die sich zu sehr dichter Packung zusammenfinden kénnen. 


Nehmen die Chromoplasten ihren Weg zum Zellkern, so ist — gerade 
bei Cucurbita lassen sich diese Verhialtnisse gut beobachten — nicht immer 
eine allseitige gleichmaftige Umschalung des Kerns das Ziel der Bewegungs- 
vorgange; vielmehr kommt es oft zur Bildung kernstandiger grofer Pla- 
stidengruppen, die als Kugelkalotten oder gleich hemisphiarischen oder 
kegelahnlichen Anhangseln dem Zellkern aufsitzen. Die Plastiden verhalten 
sich dabei nicht anders als die farbigen Niederschlage, die man durch Methy- 
lenblau oder Neutralrot in den Zellen erzeugen kann: die Niederschlags- 
partikel sammeln sich an dem von Chromoplasten bedeckten Zellkern und 
bilden an diesem eine weitere, miitzen- oder kalottenartige Auflage. Was 
fiir die Haufung des Protoplasmas und der Plastiden gilt, mag auch fiir die 
von Oltropfen (Kiister 1935, 411), von Kristallchen, von Entmischungs- 
trépfchen natiirlich oder kiinstlich gefarbter Zellen giiltig sein. 


Schwierigkeiten macht die Frage, was fiir Faktoren in bestimmten 
Phasen der Entwicklung unserer Objekte die Haufung ihrer Plastiden an 
bestimmte Abschnitte der Wand, insbesondere an die Querwiande der Haare 
fiihren. Bei Cucurbita kénnen diese den gesamten Chromoplastenbesitz der 
Zellen auf sich vereinigen. Sehr oft liegt der Zellkern an einer der Quer- 
wande und die Ballung der Chromoplasten an dieser bedeutet dann in der 
Hauptsache nichts anderes als eine Kernsystrophe — besonders deutlich 
dann, wenn die kernfreie Querwand keine Chromoplasten auf sich sammelt. 
Diesen Fallen gegeniiber stehen die anderen, in welchen die kernfreie Zell- 
wand keine geringere Chromoplastenbelastung aufweist als die kern- 
fiihrende. Besonders eindrucksreich sind diejenigen Zellen, deren Quer- 
wiande von einer diinnen, festgepackten, flachgewélbten Chromoplasten- 
schicht bedeckt sind, welche die ganze Ausdehnung der Wande in Anspruch 
nimmt. Eine Kontraktion oder systrophische Ballung der Chromoplasten- 
platte fiihrt zur Haufung der Plastiden in der Mitte der Querwand, deren 
Randzone allmahlich geriumt wird. Die Verdickung der Chromoplasten- 
platte bleibt bei Cucurbita aber bescheiden im Vergleich zu den hemisphia- 
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risch sich in das Lumen wélbenden Systrophen, wie sie von anderen Haaren 
her bekannt sind (Gaillardia — vgl. Kiister 1935, 257), von welchen spater 
noch die Rede sein wird. 

Die Bevorzugung der Querwande bei der Verlagerung der Zellinhalts- 
kérper ist eine bei einzellreihigen Objekten weit verbreitete Erscheinung. 
Ich erinnere an die mit ,,.Ektoplasten“, Zyanophyzinkérnern, auch Gas- 
vakuolen belegten ,,granulierten“ Querwande der Oscillatoriaceen (Oscilla- 
toria granulata usw. — vgl. Geitler 1932, 934, 957, Fig. 609, ferner 963, 964; 
1936, 16; siehe ‘auch Kohl 1903, 38); auch diese Inhaltskérper kénnen die 
ganze Querwand in Anspruch nehmen oder lediglich ihr Mittelfeld. Bei 
einer grofizelligen Beggiatoa beobachtete ich hemisphirisch gewélbte An- 
haufungen des Schwefels in der Mitte der Querwande; allerdings lag in 
jeder Zelle nur an einer Querwand ein Schwefelhiigel, und zwar auf der 
dem Wundende des Fadens zugewandten Seite. Vielleicht diirfen auch die 
von Servetazz (1909, 335, Fig. 112) beschriebenen schmalen Wande der 
gestreckten Zellen aus dem Samen von Shepherdia und die sie besetzenden 
kristallinischen Ablagerungen hier erwahnt werden. 


Was fiir Faktoren die Chromoplasten der Kiirbishaare bestimmen 
mégen, die Querwiande zu bevorzugen und die Auftenwande zu meiden, 
bleibt unklar. In erster Linie die chemischen Wirkungen, die von den Nach- 
barzellen ausgehen und das den Querwianden anliegende Protoplasma unter 
andere Bedingungen bringen als das der Aufenwande, als wirksam anzu- 
sprechen, kann ich mich nicht entschliefien; hie und da findet man Haare, 
in welchen eine oder mehrere Zellen abgestorben und kollabiert. sind — die 
Reihe der lebendigen Zellen hat also ihre Kontinuitat und die dem Trauma 
anliegenden Zellen haben ihre zylindrische Form verloren, da die ihm zu- 
gewandten Querwande sich stark vorgewélbt haben. Auch in solchen plan- 
konvexen oder bikonvexen Zellen bleibt die Chromoplastenlagerung unver- 
andert. Solche Objekte machen es zugleich unwahrscheinlich, da der Form- 
unterschied zwischen ebener Quer- und zylindrisch gewolbter AuRenwand 
iiber die Chromoplastenlagerung entscheide. Man’ kénnte erwagen, ob die 
kapillaren Wirkungen, welche die Vakuole zur Kugelform drangen, in 
pathologisch veranderten Zellen, deren plasmatischer Wandbelag sich durch 
jene leicht verdrangen laft, den Wandbelag um seine normale gleichmafige 
Dicke bringen und in der Mitte langgestreckter Zellen zu einer diinnen 
Schicht reduzieren, das Protoplasma aber oben und unten zu einer dicken 
Kappe sich sammeln lassen; auf diese Weise kénnten die Plastiden an die 
Schmalseiten der Zellen abgeschoben werden. Derartige Verdrangungen sind 
an pathologisch veranderten Zellen (Helodea usw.) leicht zu finden; auch 
Senn gibt manche Abbildungen, deren Objekte méglicherweise durch die 
hier geschilderten Verlagerungen die dargestellten Eigenschaften angenom- 
men haben (1908, vgl. z. B. Fig. 59a). Fiir unser Objekt und seine Chromo- 
plasten kommt dieser Erklarungsversuch nicht in Betracht; aufer der Form 
der Chromoplastenplatten widerspricht ihm namentlich der Umstand, daft 
auch dort, wo die Breite der Zellen gréRer ist als ihre Hohe (bis fiinfmal so 
breit!) die Chromoplasten keineswegs an die Auffenwande gedrangt er- 
scheinen,. sondern an den Querwanden sich haufen. 


Die entscheidenden Eigenschaften der Quer- und Auffenwande liegen 
vielleicht in den Wirkungen des Streckungswachstums auf die zylindrischen 
AuRenwande und die ihnen anliegenden Plasmaschichten begriindet. Solche 
Wirkungen kommen offenbar in der Plasmakonfiguration vieler Zellen zum 
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Ausdruck, wenn in diesen ein lings verlaufender zentraler Proioplasma- 
strang sich entwickelt und erhalt. Auch in den Zellen der Cucurbita-Haare 
spielt dieser seine Rolle — gleichviel ob es sich um flache, scheibenahnliche 
oder um hohe, um plasmareiche oder plasmaarme Zellen handeln mag. 

Es darf angenommen werden, daf an den zwischen zwei Plasmakérpern 
entstandenen Querwanden und den ihre Protoplasten von der Aufenwelt 
trennenden Wanden zwischen Mebran und Protoplasma wesentlich unter- 
schiedene Beziehungen bestehen — wie sie z. B. bei der Plasmolyse und an 
der Lage der positiven und negativen Plasmolyseorte erkannt werden. Auch 
diese Unterschiede sind vielleicht bei der Bevorzugung der Querwande 
seitens der Plastiden nicht ohne Bedeutung. 

Alle Versuche, durch aufere Einfliisse die Chromoplasten zu gesetzmaBi- 
gen Umlagerungen zu. veranlassen, bliehen.-erfolgles, legten aber die+-An- 
nahme nahe, daft bei schidigenden Einwirkungen die Querwandstellung der 
Chromoplasten in die kerngebundene Systrophe iibergeht. Doch war das 
Verhalten der Cucurbita-Haare allzu wechselnd, als daft ich zuverlassige 
Sdchliisse aus dem nach Verdunkelung, direkter Besonnung, Trauma, Behand- 
lung mit hypertonischen Mitteln und Zufiihrung von Wasser beobachieten 
Verhalten hatte ziehen kénnen. 

Ich méchte im folgenden zuniachst iiber die Chromoplastenanordnung in 
den Haarzellen der Réhrenbliiten von Gaillardia berichten. 

Die langzylindrischen Haarzellen von Gaillardia sind vor allem an 
ihren AuRenwanden mit Chromoplasten dicht belegt, so daff ein gleich- 
maRiger goldbrauner Hohlzylinder von ihnen gebildet wird. An den Quer- 
wanden liegt zumeist eine kleinere Schar von Chromoplasten; sie beschrankt 
sich oft auf den mittelsten Teil der Querwand, an der ein die Zelle lings 
durchziehender Plasmafaden inseriert zu sein pflegt; hier haufen sich die 
Chromoplasten nicht anders zu kleinen zipfel- oder kugelkappenahnlichen 
Gruppen wie bei den oben behandelien Objekten die Farbstoffniederschlage 
an dem den Kern verlassenden Strangen. Beziehungen zwischen Plasma- 
faden und Chromoplasten einerseits, den plasmatischen Eigenschaften der 
Zelle andererseits, lassen sich bei Gaillardia daran erkennen, da an den 
durch Chromoplastenhaiufchen und Plasmafaden ausgezeichneten Stellen 
der Querwande bei der Plasmolyse negative Plasmalyseorte liegen oder ein 
Hechtscher Faden“ sich spinnt oder beim Zerreiffen des Plasmaleibes eine 
kleine, mit Chromoplasten erfiillte Portion in der Mitte jener Querwand 
hangen bleibt. Wir diirfen schlieBen, dafi die Beschaffenheit des den Quer- 
wanden anliegenden Protoplasmas und seine Beziehungen zur Membran 
nicht dieselben sind wie an den Langswanden. 

Die Haare der Gaillardia lassen die Abhangigkeit der Chromoplasten- 
bewegungen von den Einwirkungen der Aufenwelt leicht nachweisen. Als. 
wirksam erweist sich die Behandlung mit wasserentziehenden Mitteln, deren 
Wirkung auf photosynthetisch tatige und auf farblose Plastiden bereits 
wiederholt untersucht worden ist (vgl. Kiister 1905, 1906, 1910; Senn 
1908, 131). In 0,2—0,5 n-Lésungen von Rohr- und Traubenzucker, Kalium- 
nitrat und Harnstoff? sieht man binnen wenigen Stunden die Chromo- 


2 Da der Inhalt der Haarzellen wegen der geringen Permeabilitat der Kutikula 
vorzugsweise von der Basis der Haare her vom Plasmolytikum erreicht wird, darf 
angenommen werden, daft die auf die mittleren oder oberen Zellen der Haare wir- 
kende Konzentration erheblich geringer sein kann als die dem ganzen Priaparat 
gebotene. 
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plasten der Auffenwand nach deren Mitte zu einem braunen Giirtel zu- 
sammenriicken; diese Bewegung kann mehr als 24 Stunden anhalten. 

Zuweilen sieht man mehrere Chromoplastengiiriel (2—5) in der Zelle 
erscheinen; man findet gelegentlich Haare, deren Zellen fast saimtlich ge- 
bandert sind — und findet andere, die nur in einer oder in zwei Zellen 
periodische Verteilung der Plastiden erkennen lassen. 

Das Zustandekommen der Giirtel ist keineswegs von Plasmolyse ab- 
hangig; auch Zellen, deren Protoplasma durchweg mit seiner Membran 
in Verbindung geblieben ist, konnen solche entwickeln. Hieraus geht her- 
vor, daff die Verkiirzung der chromoplastenfiihrenden Strecken nicht da- 
durch zustande kommt, dafi das ‘sich plasmolytisch zusammenziehende 
Protoplasma seine Chromoplasten zusammenrafft. Solche Erscheinungen 
sind zwar haufig anzutreffen, ahneln aber den von uns bisher beschriebenen 
nur wenig; wenn die Kappe des sich kontrahierenden Protoplasten zu- 
sammenrafft, entsteht an ihr eine dunkelbraune, spharisch umgrenzte 
Chromoplastenhaufung, die sich bei den Giirtelbildungen niemals findet, 
so daft diese auch nach Riickgang etwa vorangegangener Plasmolysen sich 
leicht von den Raffungshaufen unterscheiden lassen. 

Geht die Einengung der Chromoplastengruppen sehr weit (24 Stunden 
und mehr!), so entsteht ein schmaler, aus dicht gedringten Chromoplasten 
bestehender undurchsichtiger Giirtel, der nur noch 7/, oder noch weniger der 
Protoplastenlange mifit. Wenn an dieser Stelle reichlich Protoplasma und 
zugleich der Kern liegen, so entsteht ein Chromoplasten erfiillter Pfropf, 
der den Zellsaftraum in zwei Teile zerlegt. 

Bei der Durchsicht sehr vieler Priparate konnte ich mich des Eindruckes 
nicht erwehren, daft die Ballung zur Systrophe einer stirkeren Schadigung 
der Zelle entspricht als die Giirtelbildung. 

Eine dritte Verteilungsform bringt die Chromoplastenbelastung der 
Plasmafaden. Der die Zelle der Lange nach durchziehende Plasmastrang 
kann dicht mit Chromoplasten belegt sein und den weitaus gréften Anteil 
des Plastidenbesitzes der Zelle auf sich vereinigen. Bilder solcher Art habe 
ich wiederholt beobachtet, doch stets nur in vereinzelten Haaren. Auch diese 
Verteilungsform steht den Kernsystrophen nahe, da in dem Strang, den die 
Chromoplasten bedecken, der Kern sich verbirgt. 

SchlieBlich ware die Bedeckung der Querwande mit Chromoplasten zu 
erwahnen. In den Sommer- und Herbstuntersuchungen 1944, deren Befunde 
die vorliegenden Seiten schildern, habe ich niemals so stark gehaufte Quer- 
wandchromoplasten gefunden wie friiher (Kiister 1933, 257, Abb. 121); 
sehr oft sind mir aber flache Chromoplastenbelage begegnet und solche, die 
sich in der Mitte der Querwande zu hohen Zipfeln tiirmten. Querwand- 
stellung fand ich bei Gaillardia als besondere Form der Kernsystrophe 
dann, wenn der Zellkern einer Querwand anlag; ich fand sie in vielen 
anderen Fallen symmetrisch in ungefahr gleicher Starke an beiden Quer- 
wanden entwickelt, und schlieflich auch Zellen, die typische Giirtel ent- 
wickelt hatten, die Chromoplasten ihrer Querwande aber nicht hergegeben 
hatten. 

Ich erwahnte bereits, daf{ man bei den Gaillardia-Haaren eine der so- 
eben beschriebenen Verteilungsformen leicht erhalten kann, wenn man die 
Haare mit schwach hypertonischen Lésungen behandelt. Unbekannt bleibt, 
was fiir Bedingungen in den Zellen verwirklicht sein miissen, damit diese 
oder jene der beschriebenen Formen erscheint. Zur urspriinglichen Ver- 
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teilungsform die Chromoplasten zuriickkehren zu lassen, gelingt schwerer 
— wohl habe ich zuweilen nach Beseitigung der angewandten Lisungen und 
Zusatz von reinem Wasser die eine oder die andere Giirtelbildung ein wenig 
zuriickgehen sehen; Systrophen zu zerstreuen, wollte nicht gelingen. Es 
scheint, daft die urspriinglich die Zellen beherrschende Aufenwandlage der 
Chromoplasten leichter gestért werden kann als die systrophisch geballte 
Verteilungsform; jene gleichen einem labilen, diese einem stabilen Gleich- 
gewicht. Bei den Cucurbita-Haaren werden stets Kernsystrophe und Quer- 
wandpositionen gefunden, niemals diejenige, die wir als labile Verteilungs- 
form fiir die Gaillardia-Haare beschrieben haben. 

Die Mannigfaltigkeit der in den Gaillardia-Zellen beobachteten Ver- 
teilungsbilder und der Umstand, daf an Haaren des naimlichen Priaparats 
und an Zellen desselben Haares so stark unterschiedene Verteilungen unter 
denselben aiuferen Bedingungen sichtbar werden, erschweren die Ermittlung 
der Bedingungen, welche dieses oder jenes Verteilungsbild bewirken; wirk- 
samer, als die vom Beobachter angewandten, sind offenbar die inneren 
Bedingungen, die in den Zellen walten. Wie die an Cucurbita gesammel- 
ten Erfahrungen legen auch die fiir Gaillardia mitgeteilten die Vermutung 
nahe, daft Unterschiede im querwand- und im aufenwandstandigen Proto- 
plasma, die ihrerseits mit dem Langenwachstum der Zellen zusammen- 
hangen, das Verhalten der in jenem und diesem liegenden Chromoplasten 
erkliren helfen. Wenn die Gaillardia-Chromoplasten zu einem ,,Giirtel“ 
oder Pfropfen zusammenriicken, sind wahrscheinlich ebensolche Kapillari- 
tatswirkungen mafigebend wie bei jeder anderen systrophischen Plastiden- 
haufung. Die Betrachtung der Plastidengiirtel erinnert an die Verkiirzung 
und Entspannung eines gedehnten Hohlzylinders; vielleicht ist die Ver- 
mutung zulassig, da in dem wandstandigen Plasma der durch Streckungs- 
wachstum vergréRerten Zellen Spannungen herrschen, die bei osmotischem 
Wasserentzug verschwinden. Ich habe auf diese Erklirungsméglichkeiten 
bereits friiher (Kiister 1935, 32) hingewiesen ®. 

Vollends die Entwicklung mehrerer Plasma- und Plastidengiirtel und 
gebanderte Haufung des lebendigen Zellinhaltes bedarf der kausalen Er- 
klarung. Giirtelbildungen des lebendigen Protoplasmas sind fiir plastiden- 
freie Zellen bereits bekannt — ich nenne die Giirtel der Bryopsis-Faden 
{(Kiister 1935, 32) und die griinen Bander stark belichteter Helodea-Zellen 
(Kiister 1929, 76ff.), fiir farblose Zellen die gebanderten Fruchthyphen 
von Phycomyces, welche Kirchheimer (1933) beschrieben hat. 


Zusammenfassung 


Im Gegensatz zu den Chloroplasten kénnen die Chromoplasten (Unter- 
suchungen an den Haaren von Cucurbita und Gaillardia) nicht zu photo- 
taktischen Orientierungsbewegungen veranlaft werden. Wie die Chloro- 
plasten oder andere zur Assimilation befahigte Plastiden lassen sich in- 
dessen die Chromoplasten von Gaillardia durch Behandlung mit wasser- 





3 Von weiteren Objekten, die den genannten ahnlich sind, nenne ich noch die 
einzelligen Haare der Krone von Columnea hirta (Gesneriaceae). Sie enthalten kleine 
Chromoplasten. Diese liegen an den Aufen- und Querwinden — an ersteren in 
grofen, auffallend gleichmaftigen Abstinden, an letzteren unmittelbar nebenein- 
ander zu einer dichten Platte vereint. Versuche iiber Stellungsinderungen wurden 
nicht ausgefiihrt. 
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entziehenden Mitteln zu Bewegungen veranlassen: sie suchen Giirtelstellung 
an den Langswanden der Haare auf. Die Haufung der Chromoplasten am 
Zellkern und ihre Abwanderung von den wandstandigen Plasmabelagen zu 
den Plasmastrangen sowie ihre Haufung an den Querwanden, insbesondere 
an ihren Mittelfeldern lassen sich vorlaiufig nicht durch Aufenweltsfaktoren 
experimentell hervorrufen. — Die Chromoplasten von Cucurbita liefen 
sich durch Behandlung mit wasserentziehenden Mitteln nicht zur Verlage- 
rung bringen. ; 
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Mesogerron als zellphysiologisches Objekt 
Von 
Gertrude Kwiatkowsky 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Wien) 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingelangt am 11. Juni 1944) 


Bei einer am 14. November 1943 von Prof. Héfler gefiihrten Exkur- 
sion nach Moosbrunn (ungefahr 25 km éstlich von Wien) sammelte ich zahl- 
reiches Algenmaterial, das hauptsachlich eine mit leuchtend griinem Chro- 
matophor versehene Fadenalge enthielt, die sich durch ihre kurzen recht- 
eckigen Zellen und die plattenférmig axialen Plastiden mit anliegendem 
Protoplasia, Bu. XXX1X/2. 21 
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Zellkern als Mesogerron fluitans (Brand) verriet. Wie ich dann anlaftlich 
weiterer Exkursionen (8. Dezember, 18. Februar, 13. April) dorthin fest- 
stellen konnte, war besonders eine Stelle eines etwa 1m breiten Wasser- 
grabens, der maftig flieRendes, kalkreiches Wasser fiihrte, mit diesen Meso- 
gerron-Watten bedeckt, die in ihrem Auftreten sehr an das Vorkommen von 
Spirogyra erinnerten. Nur selten fand ich in diesen Proben noch irgend- 
welche andere Algenfaden, jedoch traten einige Meter fluRabwarts wiederum 
gréRere Mengen von Spirogyra auf, daneben noch Mougeotia und Zygnema. 

Bekanntlich ist die systematische Stellung von Mesogerron bis heute noch 
ungeklirt, und Pascher, Oltmanns, Printz nennen die Gattung 
sowohl im Anschlu& an die Chlorophyceen wie auch im Anschluf an die 
Zygnemales. 

Die Zellbreiten meines Moosbrunner Materials betrugen durchwegs 16 
bis 17 u, wahrend die Lingenmafte stark schwankten und an ein und dem- 
selben Faden das Doppelte, Dreifache und ausnahrasweise auch sogar das 
Vierfache der Breite betrugen. Die gesamte Fadenlange iiberschritt bei 
meinem Material niemals die Mafe von 20 bis 30mm; dagegen konnte 
Brand (1899, S. 406) Fadenlangen bis zu einem halben Meter verzeichnen. 
Verzweigungen traten nicht haufig auf, doch habe ich solche doch vor- 
gefunden, indem zwei nebeneinander gelegene Zellen schlauchférmig aus- 
gewachsen waren. 

Besonderes Interesse erweckt Mesogerron ob seiner Chromatophoren- 
platten, die man als mulden- oder schiisselférmige Chloroplasten zu be- 
zeichnen pflegt, bei welchen die Rander mehr oder weniger stark umge- 
bogen sein kénnen und oft auch Einkerbungen aufweisen. Die Plastiden 
liegen stets in der Liangsachse der Zelle und erfiillen dieselbe in dieser 
Richtung ganz. In Kiisters (1936) Beschreibung von Mesogerron, die 
auch fiir mein Wiener Material in jeder Hinsicht gelten kann, heifft es 
u. a.: ,,Der Plastid liegt in der Langsachse der Zelle und zerlegt ihr Lumen 
in zwei Halbzylinder; indem man die Faden unter dem Mikroskope rollt, 
kann man sich davon iiberzeugen, daft der Chloroplast ein und derselben 
Zelle sich bald als griine Platte zeigt, bald als schmaler Steg, ebenso wie 
es fiir den Chloroplasten der Mougeotia-Zellen allen .Algologen langst be- 
kannt ist.“ 

Die von Palla (1894) fiir Mougeotiopsis genauest beschriebene Plasma- 
konfiguration, die den axialen Plastiden durch plasmatische Faden mit dem 
wandstandigen Plasmabelag verbunden zeigt, haben weder Kiister in 
seinem Miinchner Material noch ich in meinem Wiener Material auffinden 
kénnen; bei meinen zahlreichen plasmolytischen Versuchen waren mir solche 
Plasmakonfigurationen bestimmt nicht entgangen. Das spricht zusammen 
mit anderen Griinden wohl fiir die Richtigkeit der Ansicht Brands, der 
seinen Mesogerron mit Pallas friiher beschriebener Mougeotiopsis kei- 
neswegs gleichstellt. Wie Kiister (1936, S. 70) hervorhebt, unterscheidet 
sich Mesogerron von den fadenbildenden Konjugaten: 


1. durch die klare Masse der Plastiden, 

- durch die Klarheit des Protoplasmas und insbesondere durch den 
Mangel an Gerbstoffblaschen, 

3. durch den Pyrenoidmangel und 

4. durch die geringe Neigung der Faden, in Einzelzellen zu zerfallen. 


bo 


Das Algenmaterial wurde im Kalthaus des Instituts in Originalwasser 
kultiviert (Temperatur 8 bis 10°C). 
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Naheren Aufschluf iiber die Chromatophorenbeschaffenheit sollten mir 
nachstehende Zentrifugierungsversuche geben. Ich unterwarf* die Meso- 
gerron-Faden einer kraftigen Schleuderung, die von den Zellen ohne 
Schadigung ertragen wurde. Nach 30 bis 45 Minuten Zentrifugierung 
(3000 Umdrehungen, r = 12,5cm) war der Chromatophor bei Langszentri- 
fugierung, d. h. also bei Einwirkung der Fliehkraft in der Richtung der 
Langsachse, gegen den zentrifugalen Pol so weit zusammengeschoben, 
da er ungefahr die Halfte bis héchstens zwei Drittel der Zelle ausfiillte. 
Dabei erfuhr der Plastid vielfach Faltungen; der Kern war meist ganzlich 
verdeckt. Auch lang andauernde Schleuderung verursachte keine starkeren 
Deformationen, wie etwa ein Einreiffen des Chromatophoren (Abb. 1). Bei 
querzentrifugierten Zellen, die verhaltnismafig selten auftraten, war die 
Plastidenmasse ganz platt an die zentrifugale Zellangswand angepreftt, 
wobei vom Kern nichts mehr zu sehen war. 




















Abb. 1. Verhalten der Chromatophoren nach Zentrifugierung. Liangszentrifugierte 
Zellen (25. Min., 3000 Umdrehungen). 


Lief ich nun das geschleuderte Material in Leitungswasser ruhig stehen, 
so ging die Riickverlagerung sehr rasch vor sich; dabei 
wurde der Plastid auseinandergezogen und alle durch die Schleuderung ent- 
standenen Faltungen wieder geglattet; auch der Kern wurde wieder sicht- 
bar. Die Zeit, die bis zur vélligen Wiederherstellung der Plastiden nétig 
war, betrug an dem winterlichen wie auch an dem Friihjahrsmaterial eine 
halbe bis langstens zwei Stunden. Wahrend der Riickverlagerung waren 
keine zytoplasmatischen Briicken oder Faden, wie etwa bei Konjugaten- 
zellen, wahrzunehmen. Da solche Bildungen bei Konjugatenzellen allge- 
mein auftreten (Kiister 1937; Eib] 1939, 1943; Toth, Graf, Richter 
1943), liegt darin ein wesentlicher Unterschied im protoplasmatischen 
Verhalten des Mesogerron gegeniiber den in dieser Hinsicht untersuchten 
Konjugaten. Vielfach wurden die Vorgange durch eine Drehung des Pla- 
stiden kompliziert, die sich wahrend der Riickverlagerung einstellte und 
die wohl mit dem noch zu besprechenden Einfluf des Lichtes auf die Chro- 
matophorenlage zusammenhiangt. 

Es ist allgemein bekannt (Senn 1908), daf die Chromatophoren von 
Mougeotia Licht- und Schattenstellungen einnehmen. Dafi auch 
Mesogerron in derselben Weise reagiert, hat Kiister 1936 gezeigt. Auf- 
fallig ist hier nur, da diese Reaktion auRerordentlich rasch er- 
folgt. Solange die Lichtstarken keine allzu groRen waren, nahm der Plastid, 
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unter dem Mikroskop gesehen, stets eine Senkrechtstellung seiner Langs- 
achse zum Lichteinfall ein, wobei die gesamte Chromatophorenfliche dem 
Lichte zugekehrt wurde. Der Kern lag dabei ausnahmslos auf 
der konkaven Seite der Plastiden, die stets vom Lichte 
abgewandt war. Demnach ist im Falle der Mesogerron-Plastiden kei- 
nesfalls von einer physiologischen Gleichwertigkeit beider Chromatophoren- 
seiten zu sprechen. Bei mittleren Lichtstarken erfolgte die Einnahme der 
Flachenstellung in einer ungefahren Zeitspanne von 20 bis 80 Minuten 
(Abb. 2 a—e). Die eingenommene Flachenstellung wurde nach Belichtung 
im Dunkel, bzw. Halbdunkel nicht mehr veriandert. Dagegen trat bei gré- 
































Abb. 2. Mesogerron fluitans, Chromatophorendrehung bei mittlerer Lichtstirke. 


Reren Lichtstarken gerade der umgekehrte Fall ein, indem die Plastiden 
von der Flachenstellung in die Kantenstellung riickten; jedoch ging diese 
Riickkehr zur Kantenstellung bedeutend langsamer vor sich als die Ein- 
nahme der Flachenstellung. 

Um fiir all diese Versuche einen einseitigen Lichteinfall zu gewahren, 
fertigte ich mir ein innen schwarz ausgekleidetes Kastchen an, welches oben 
eine verschliefbare Offnung fiir das Objektiv, unten eine solche fiir die 
Lichtquelle und eine seitliche zur Handhabung des Priaparates besaft. — 
Erwahnenswert ist noch, daft bei langerer Belichtung die Einkerbungen an 
den Chromatophorenrandern besonders auffallig waren, eine Tatsache, die 
wohl mit der CO,-Assimilation im Zusammenhang steht, wie dies bei leb- 
hafter Assimilation fiir Spirogyra bekannt ist (Molisch, Abhandlungen, 
Bd. I, S. 174). Auch die von Kiister 1956 festgestellten Plastidenver- 
drehungen und -verbiegungen waren an meinem winterlichen Material sehr 
deutlich. Insbesondere traten bei langeren Zellen mehrmalige Verdrehungen 
dieser Art auf. 
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Bei allen zellphysiologischen Untersuchungen spielen Plasmolyseform 
und -verlauf eine grofe Rolle. Die Mesogerron-Zellen sind gut: plasmoly- 
sierbar. Ich verwendete fiir die folgenden Versuche Glukose, in Standort- 
wasser oder in Wiener Leitungswasser gelést. An dem ganz frischen win- 
terlichen Material trat bei 0,5 Mol. Gluk. stets und in fast allen Zellen 
Eckenplasmolyse ein, wahrend bei 0,45 Mol. kaum die Hialfte aller Zellen 
Eckenabhebungen zeigten. Demnach betrug der osmotische Wert hier unge- 
fahr 0,40 bis 0,45 Mol. Bei den kurz zuvor geteilten Zellen lag der plasmo- 
lytische Grenzwert etwas héher, durchschnittlich bei 0,5 Mol. Gluk. In 0,6, 
bzw. 0,7 molaren Glukoselésungen traten alsbald konvexe Konturen auf 
(Abb. 3); dabei betrugen die Rundungszeiten, die je nach der Zellange 
schwankten, 8 bis 15 Minuten. 

Nach fiinftagiger Kultur waren an dem Material haufig verschiedene 
positive und negative Plasmolyseorte wahrzunehmen, die unabhangig von 
der Zutrittsrichtung des Plasmolytikums gewohnlich eine bohnenférmige 
Gestalt des Protoplasten bewirkten. In vielen Fallen bildeten sich diese 
nach einigen Minuten zur normalen Endplasmolyse aus. Bei Plasmolyse 
erschienen die Rander der Plastiden noch starker eingerollt, der Kern war 
dadurch meist verdeckt. Ferner entstand durch die Verkiirzung der Langs- 
achse des Protoplasten ungefiahr in der Mitte eine Faltung des Plastiden, 
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Abb. 3. Verhalten der Chromatophoren nach Plasmolyse (0,6 mol Glukose). 


wobei dann von der den Zellkern bergenden Konkavseite vielfach eine 
Plasmabriicke sichtbar wurde, die ich aber nicht den von P alla beschrie- 
benen Plasmakonfigurationen gleichstelle. 

Die Harnstoff- und Glyzerinversuche stellie ich in verschieden konzen- 
trierten Lésungen an, die die gleichen Plasmolysenformen wie Glukose her- 
vorriefen. Der Riickgang der Plasmolyse vollzog sich in gewohnter Weise; 
die plasmometrisch ermittelte Harnstoffaufnahme (aus 1,0 Mol.) betrug im 
Mittel 0,44 Mol. pro Stunde, Werte, denen ich aber, da das Material einige 
Zeit in Kultur gestanden war, keine endgiiltige Bedeutung beimesse. Die 
Chromatophoren, die bei Plasmolyse mehr oder weniger starke Faltungen 
und umgeschlagene Rander aufwiesen, glitteten diese beim Plamolyse- 
riickgang wieder vollkommen aus. 

Die Behandlung mit Molischs Silbernitrat fiihrte zu den gleichen Ergeb- 
nissen wie sie K iister beschrieb, naimlich zur schwarzlichen Farbung des 
gesamten Plastiden. 
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Referate. 


Ursprung, A., und G. Blum, Zum Nachweis einer nicht-osmotischen 
augkraft in lebenden Pflanzenzeilen. Commentationes. Vol. XII, N. 2, 
69—98. ‘ 


C. Lyon (Plant Physiol. 17, 250, 1942) schloR aus der Diskrepanz zwi- 
schen den auf Grund der Saugkrafigleichung Sz2=Sin — Wn und direkt 
mittels der Streifenmethode ermittelten Saugkraftwerten an Kartoffel- 
knollen auf das Vorhandensein einer nicht-osmotischen Komponente der 
Saugkraft. Die Verfasser unterziehen die Messungen L y ons einer kritischen 
Nachuntersuchung. Dabei ergab sich, daft die Differenzen entweder auf 
individuelle Verschiedenheiten oder, da auch solche in dem von Lyon 
angegebenen Ausmafe (23 Atm.!) nicht gefunden werden konnten, wahr- 
scheinlicher auf grobe Versuchsfehler zuriickgehen; die Fehlerbreite betragt 
bei Lyon bis iiber 20 Atm., das ist weit mehr als die behaupteten nicht 
osmotischen Krafte (0—14,10 Atm.). Ohne die Méglichkeit eines Vorkom- 
mens solcher Krafte in Abrede zu stellen, sehen die Verfasser in der Arbeit 
Lyons keine geeigneten Argumente fiir ihr Vorhandensein erbracht. 


O. Hartel (Graz). 


Ursprung, A., und G. Blum, Die osmotischen ZustandsgréBen der Nadeln 
von Pinus silvestris. Commentationes. Vol. XI, N. 10, 465—643. 
Citta del Vaticano: Pontificia Academia Scientiarum. 1947. 


Pinus-Nadeln zeigen auffallende Abweichungen von der Saugkraft- 
gleichung, indem die Saugkrafte der Zellen (Sz nach der Hebel-, Hartlaub- 
oder Streifenmethode) die des Zellinhaltes (Si nach der kryoskopischen, bzw. 
der Kapillarmethode und Grenzplasmolyse) weit iibersteigen. Da Fehler- 
quellen in den Messungen am nachstliegenden erscheinen, unterziehen die 
Verfasser die verschiedenen Saugkraftmethoden einer kritischen Uberpriifung. 
Dabei erwies sich das Paraffinél innerhalb der Dauer der Messungen (von eini- 
gen Bliitenblattern abgesehen) als indifferent; auch die von Hertel gefunde- 
nen Wirkungen des pH des Osmotikums liefen sich nicht reproduzieren. Quel- 
lungserscheinungen an Zellwanden und -inhalten sind wohl vorhanden, 
stéren jedoch die Messungen keineswegs. Ebensowenig liefen sich trotz der 
anatomisch giinstigen Verhaltnisse keine Anhaltspunkte fiir besonders hohe 
Kohiasionsspannungen (Chu Chien Ren) finden, sie betragen héchstens 
einige wenige Atm. — An jungen, noch in der Scheide steckenden Nadeln er- 
gibt sich mit den verschiedenen Methoden eine befriedigende Ubereinstim- 
mung von Si > Sz; sie bleibt auch an alteren Nadeln an ihrem basalen Teil 
weitgehend erhalten, wahrend in den Spitzenpartien die mit dem Hebel er- 
mittelten Szn-Werte sprunghaft bis auf 70 Atm. hinaufschnellen, womit diese 
35 Atm. iiber den mit der Kapillarmethode ermittelen Sin-Werten liegen. In 
jungem Gewebe reagieren Assimilationsparenchym und Zentralzylinder 
gleichartig, wahrend in den dlteren Partien das Transfusionsgewebe nicht 
mehr reagiert (es wirkt nur mehr als Wasserspeicher), die Dickenanderungen 
also allein auf das Assimilationsparenchym zuriickgehen. Sein Si-Wert 
(PreBsaft und Grenzplasmolyse) liegt gleichfalls iiber den Szn-Werten. Bei 
Durchschnittsbestimmungen iiber die ganze Nadel werden die Zellsafte durch 
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das Transfusionsgewebe verdiinnt und niedrige Si-Werte vorgetiuscht. Ahn- 
lich ergeben sich mit der Kapillarenmethode an Preftsaft, bzw. Nadelbrei von 
Pinus pinaster Werte von 25 Atm., an ganzen Nadeln solche von 71 Atm. Die 
osmotischen Zustandsgréfen zeigen deutliche Schwankungen mit Regep- 
menge, Boden- und Luftfeuchtigkeit. — Bei dem methodisch so schwierigen 
Objekt konnte somit die Giiltigkeit von Si > Si >Sz erwiesen werden. 
Es ware nun besonders interessant, wie sich die in vielen Messungen zahl- 
reicher Autoren immer wieder gefundenen Unstimmigkeiten zwischen Saug- 
kraften und osmotischen Werten auch an einfacheren Objekten aufkliaren 
lassen, da ja so ziemlich alle hiefiir vorgebrachten Argumente nach den 
eingehenden kritischen Untersuchungen der Verfasser als Fehlerquellen nicht 
in Betracht kommen. O. Hartel (Graz). 


Lundegiardh, H., Growth, bleeding and salt absorption of wheat roots as 
influenced by substances which interfere with glycolysis and aerobic 
respiration. Ann. Agric. Coll. Sweden. Vol. 16, S. 339—371. 1949. 

i bem a relations between respiration and salt absorption. 

benda, Vol. 16, S. 372—403. 1949. 


Die Zusammenhinge zwischen Wachstum, Wasserausscheidung und Salz- 
aufnahme werden mit Hilfe spezifischher Hemmstoffe an Weizenwurzeln 
untersucht. Jodessigsiure hemmt das Streckungswachstum unabhingig vom 
pH, bzw. der Dissoziation des Hemmstoffes; die durch das Jod bewirkte 
Wachstumsreaktion geht demnach von der Wurzeloberflaiche aus. Erst nach 
einiger Zeit dringt Jodessigsaure ein, die dadurch hervorgerufenen Anderun- 
gen, z.B. Hemmung des Wassertransportes (Blutens), sind daher pH-ab- 
hangig (Permeation nur als Molekiil méglich). Die Jodessigsaiure (und ahn- 
lich NaF) beeinflu&t primar die anaerobe Glykolyse, bzw. die bei der Phos- 
phorylierung tatigen Enzyme; auch bei volliger Hemmung des Wasser- 
stromes, bzw. der Glykolyse ist noch ein Wachstum méglich, ebenso wie bei 
unterbundener Anionenatmung (durch HCN oder NaN,, die auf den Cyto- 
chrom-Cytochromoxydase-Komplex wirken). Es bestehen daher keine engen 
Zusammenhinge zwischen Wachstum und Wasserausscheidung einerseits und 
Anionenatmung andererseits. Volle Entwicklung ist selbstverstandlich nur 
bei ungehindertem Funktionieren aller Vorginge méglich; Stérungen, bzw. 
Unterbrechungen der Reaktionsketten kénnen offenbar durch ,,Umschal- 
tungen“ innerhalb gewisser Grenzen ausgeglichen werden. — Fiir die Be- 
urteilung der Zusammenhinge von Atmung und Salzaufnahme ist wesent- 
lich, daft sich die Gesamtatmung der Wurzel aus drei Komponenten zu- 
sammensetzt. 1. Die Grundatmung (gleichmafRig iiber die ganze Wurzel sich 
erstreckend, gegen HCN bei neutraler Reaktion unempfindlich), 2. die 
Anionenatmung (bis etwa 60—80 mm hinter der Wurzelspitze, durch alka- 
lisches KCN vollig gehemmt) und 3. die sogenannte ,,Dritte Atmung™. die 
sich nur in den ersten 10—30 mm hinter der Wurzelspitze findet und unemp- 
findlich gegen alkalisches KCN ist, durch neutrales HCN jedoch vollig ge- 
hemmt wird. Uber die Funktion der ,,Dritten Atmung“ ist noch nichts 
bekannt (Zusammenhang mit der besonderen Aktivitat der Wurzelspitze?); 
fiir die Salzaufnahme kommt allein die Anionenatmung in Betracht. Der 
Quotient: aufgenommene Anionen /verbrauchter Sauerstoff betragt theore- 
tisch 4 (Robertson) und ist unter besonderen Bedingungen (hohe Salz- 
konzentration) auch realisierbar; in der normalen wachsenden Wurzel iiber- 
steigt er indes nie den Wert 1. Die Differenz zum theoretischen Wert wird 
mit der Mitbeteiligung der Atmung am Anionentransport im Innern des 
Gewebes (etwa 14 der Gesamtatmung) und auf den Transport der ,,nativen 
Anionen™ (organische Anionen etwa die Halfte der Gesamtatmung) erklirt. 
Diese beiden letzten Komponenten treten auch bei der Atmung in destillier- 
tem Wasser, also bei Wegfall der Salzaufnahme, in Erscheinung. 

O. Hartel (Graz). 
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Hasman, Muruvvet (Dept. Gen. Bot. Univ. Istanbul), On polar water 
movement in osmotic systems. Rev. Fac. Sci. Univ. Istanbul Sér. B, 
XIV, Fasc. 2, 77—113, 1949. 


Gravimetrische und potentiometrische Messungen am Gewebe der Kar- 
toffelknolle ergaben eine polare Permeabilitat: der Wassereintritt verlaiuft 
in Traubenzucker-, KNO,- und CaCl,-Liésungen wesentlich rascher als die 
Exosmose. Durch Salze (und ahnlich auch Zucker, doch erwies sich der ver- 
wendete Zucker nicht als salzfrei) wird das Potential Gewebe — umgebende 
Lésung (bei aqua dest. —83mV) verringert, wobei auch positive Ladungen 
auftreten; Ca wirkt etwa doppelt so stark als K. Die Ursache der Polaritat 
wird daher nicht in einer anomalen osmotischen Komponente, sondern in 
polaren Strémungswiderstanden gesehen; durch den direkten lyotropen 
Effekt und durch Verinderung des Minuspotentials werden die elektro- 
statischen Bremswiderstande der Wasserfiaiden in den Poren geandert. — 
Im Modellversuch wurde gleichfalls eine durch die Schwerkraft hervor- 
gerufene elektroosmotisch bedingte Polaritaét des Wasserdurchtritts durch 
Cellophanscheiben gefunden. O. Hartel (Graz). 


Barth, L. G., Embryology. Mit 194 Abbildungen. 340 S. New York: 
Dryden Press. 1949. Dollar 5.—. 


Wie der Autor in der Einfiihrung sagt, handelt es sich hier zum ersten 
Male um den Versuch, die Embryologie auf biologischer Grundlage in Form 
eines Lehrbuches darzustellen. Es ist bemerkenswert, wie der Autor die 
schwierigen Probleme in kurzer, iibersichtlicher Weise behandelt, so daf 
sie auch der Student mit geringeren morphologisch-embryologischen Vor- 
kenntnissen verstehen kann. 

In ausgezeichnet gegliederter Form und klarster Fragestellung wird die 
ganze Embryologie von der Reifung der Geschlechiszellen angefangen bis 
zur Geburt in ihren ursachlichen Zusammenhangen dargestellt. Jedes Kapi- 
tel beginnt mit einer kurzen morphologisch-embryologischen Beschreibung 
des betreffenden Stadiums, dann werden die sich aus der morphologischen 
Entwicklung ergebenden ursachlichen Fragen angefiihrt und schlieBlich nach 
dem heutigen Stand der Forschung in kurz zusammengefafter Form beant- 
wortet. 

Teils werden iiberdies die fiir die Experimente verwendeten Tiere anato- 
misch-embryologisch an Hand schematischer Zeichinungen beschrieben, so 
da sich auch der weniger in die Materie Eingedrungene leicht orientieren 
kann. Besonders erwahnenswert scheint mir die gliickliche Wahl der Ver- 
suchstiere und die Beigabe iibersichtlicher, einfachster Schemata, die dem 
Studierenden oft mehr sagen als photographische Wiedergaben. 

Aber auch fiir den jungen Arzt ist das Buch von Interesse, denn es wird 
nicht nur das Problem der Organisatoren und der induzierenden Wirkung 
der embryonalen Gewebe und Substanzen behandelt, sondern es werden 
auch die Auswirkungen der Kenntnisse embryonaler Vorgange chemischer 
Natur auf den erwachsenen Koérper geschildert; so auf das Problem der 
Regeneration, der Geschwulst- und Mifbildungen. AnschlieRend folgt die 
Erérterung der weitgehenden Méglichkeiten, die sich in der Zukunft fiir die 
Behandlung pathologischer Erscheinungen ergeben. 


Da sich aber viele entwicklungsmechanische Probleme auch bis zu einem 
gewissen Grade auf die Pflanze anwenden lassen, so ist dieses Buch auch 
fiir den Botaniker wertvoll. Insbesondere sind es hier die kurzgefaRten 
erbbiologischen Fragen mit ihrer Wechselwirkung zwischen Gen und Plasma, 
die von Interesse sein diirften. 


So kommt dieser Embryologie eine ganz allgemeine Bedeutung als Lehr- 
buch biologischer Facher zu, dem wir in deutscher Sprache nichts Gleich- 
wertiges an die Seite zu stellen haben. Angenehm fallt die sehr einfache, 
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klare Ausdrucksweise auf, welche dem Studenten mit geringen Kenntnissen 
des Englischen das Lesen erleichtert. 

SchlieBlich méchte ich noch erwahnen, dafi dem jungen Forscher hier ein 
Mittel in die Hand gegeben ist, sich in Kiirze iiber die wichtigsten modernen 
embryologischen Probleme zu informieren. Das manches vielleicht in einer 
etwas zu sicheren Art dargestellt ist, entspricht der Bestimmung des Wer- 
kes als Lehrbuch. D. Boerner (Graz). 


Heilbrunn, L. V., and Wilson, W. L., The effect of heparin on cell 
division. Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 70, 179 (1949). 


Nach der Auffassung von Heilbrunn handelt es sich bei seiner Ober- 
flichenprezipitationsreaktion, bei der Protoplasmakoagulation, bei der Blut- 
gerinnung und bei der ViskositatserhGhung wahrend der Zellteilung vor 
der Spindelbildun um einander ahnliche Erscheinungen. Diese Auffassung 
wird durch den Befund gestiitzt, daff Heparin, das die Blutgerinnung 
hemmt, auch die Teilung befruchteter Eier von Chaetopterus hemmt, wobei 
es die sonst eintretende Viskositatserhéhung verhindert. 


K. Umrath. (Graz). 


Holm-Jensen, Ib., Krogh, August, und Wartiovaare, Veijo, Some ex- 
periments on the exchange of potassium and sodium between single 
cells Characeae and the bathing fluid. Acta Bot. Fennica 36, 1 (1944). 


Die Verfasser berichten iiber Bestimmungen der absoluten Permeations- 
konstanten der Na- und K-lonen, ausgefiihrt an den Riesenzellen zweier 
Characeen, naimlich Tolypellopsis stelligera und Nitella mucronata. Ein 
wesentlicher Zug bei diesen Bestimmungen lag darin, daft ein stationirer 
Zustand hinsichtlich des Ionenaustausches vorhanden war, so daft die in der 
Zeiteinheit aus den Zellen stattfindende Exosmose von Ionen durch die 
gleichzeitige adenoide Aufnahme einer entsprechenden Ionenmenge kompen- 
siert wurde. Die Permeationskonstante des Kaliumions wurde unter diesen 
Bedingungen zu etwa 3 X 10— cm/Stunde im Falle von Tolypellopsis und 
zu etwa 08 X 10-5 cm/Stunde im Falle von Nitella bestimmt. Fiir das Na- 
Ion betrugen die entsprechenden Werte etwa 1 X 10— (Tolypellopsis), bzw. 
etwa 1 X 10-* (Nitella). Diese Werte sind kleiner als die an ahnlichen Ob- 
jekten ermittelten Permeationskonstanten etwa des Erythrits und der Ara- 
binose, dagegen etwa von derselben Gréfenordnung wie die mutmaflichen 
Permeationskonstantenwerte der nur noch unmefbar langsam permeieren- 
den Hexosen. Runar Collander (Fchiiteadoes). 


Chambers, R., Micrurgical studies of protoplasm. Biological Review 24. 

246—265. 

Der Meister der Mikrurgie gibt in diesem Bericht eine ausgezeichneie 
Vorstellung iiber die Mannigfaltigkeit der Probleme, zu deren Lésung 
mikrurgische Arbeiten beigetragen haben. Das Sammelreferat gliedert sich 
in folgende Abschnitte: Relation between nucleus and cytoplasm. Struc- 
tural components of the protoplasm. Miscibility of protoplasm with water. 
Internal osmotic pressure. An electrolytic solution compatible with cyto- 
=. Extraneous coats. Hyaluronidase. The plasma membrane. The 


ydrogen-ion concentration of the cell interior. e action of salts on the 
interior of protoplasm. Living and dying protoplasm. Relation of struc- 
ture to one-way permeability. Weber (Graz). 


Kiister, E., Uber die Abhangigkeit der Zellkernlage von der Zellenform. 
Ber. Deutsch. Botan. Ges. 62 (1949). 
Bei hufeisenahnlich gebogenen Zellen (vor allem Epidermiszellen des 
Spaltéffnungsapparates) vieler Pflanzen fallt die sich regelmafig wieder- 
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holende Lage des Zellkernes an der Konkavseite auf. Kiister hat schon 
1907 die Ansicht geaiuffert, daff diese Lagerung physikalisch bedingt sei. 
Biinning meint (1948) dagegen, dafi speziell bei den Schliefizellen von 
diesen ausgehende chemische Wirkungen fiir die Lagerung der Kerne ver- 
antwortlich sind. Kiister verteidigt auf Grund ausgedehnter Beobach- 
tungen seine Auffassung. Auf Chemotaxis zuriickfiihrbare Bewegungen 
von Kern und Cytoplasma seien reversibl. Dagegen ist die an Kiisters 
Objekten festgestellte Kernlage bleibend. Versuche an Nephrolepsis, durch 
Zentrifugierung die Kerne aus ihrer Konkavflankenstellung zu entfernen, 
schlugen fehl. Gegen den physikalischen Erklarungsversuch der Kernlage 
in den Stomata-Nebenzellen von Tradescantia spricht sich Weissen- 
béck (1949) auf Grund seiner Beobachtungen an colchizinierten Blattern 
aus. Weber (Graz). 


Wartiovaara, Veijo, Uber die Temperaturabhingigkeit der Protoplasma- 

rmeabilitat. Annales Bot. Soc. Zool.-Bot. Fenn. Vanamo, Tom. 16, 

o. 1. 1942. — Derselbe, The permeability of Tolypellopsis cells for 

heavy water and methylalcohol. Acta Bot. Fenn. 34, 1—22. 1944, — 

Derselbe, The permeability of the plasma membranes of Nitella to 

normal sg alcohols at low and intermediate temperatures. 
Physiol. Plantar. 2, 184—196. 1949. 


In der ersten der obengenannten Arbeiten hat der Verfasser den Tem- 
peraturkoeffizienten der Permeation von acht recht verschiedenartigen An- 
elektrolyten (Harnstoff, Glycerin, Urethylan, Trimethylcitrat, Hexamethyl- 
entetramin und drei Glykolen) genau untersucht. Als Hauptversuchsobjekt 
dienten die Riesenzellen der Characee Tolypellopsis stelligera. Unter Be- 
nutzung einer ingenidsen Untersuchungsmethode hat Verf. Ergebnisse 
erzielt. die zu den genauesten auf diesem Gebiet gehéren. Ein besonderer 
Vorzug seiner Technik liegt u. a. darin, daf mit einer und derselben Zelle 
zahlreiche sukzessive Permeabilitatsbestimmungen (etwa bei verschiedenen 
Temperaturen oder mit verschiedenen Stoffen) ausgefiihrt werden kénnen. 
Die Temperaturabhangigkeit der Permeation erwies sich als sehr grof, 
zugleich aber als von Stoff zu Stoff recht verschieden. Die Qio-Werte der 
untersuchten Substanzen variierten namlich zwischen 2,6 (Harnstoff) und 
5,9 (2,3-Butylenglykol). Im Falle des Hexamethylentetramins wurde sogar 
der extrem hohe Wert 9,2 erhalten, doch mag dieser vielleicht gewissen 
Fehlerquellen zuzuschreiben sein. Zwischen der Gréfe des Temperatur- 
koeffizienten und der Lipoidléslichkeit oder dem Permeationsvermégen der 
betreffenden Verbindung besteht keine nachweisbare Korrelation. Dagegen 
zeigte es sich, daft alle untersuchten Verbindungen, deren MolekiilgréRe eine 
bestimmte Grenze unterschreitet (MRp < 15), einen bedeutend niedrigeren 
Temperaturkoeffizienten hatten als gréfermolekulare Verbindungen. Bei 
Temperaturen zwischen 0 und 30° C erwies sich der Temperaturkoeffizient 
als nur in geringem Grade abhangig von der Temperatur. Falls sich die 
Struktur der Plasmahaut mit der Tenpenaee andert, findet diese Ver- 
anderung also kontinuierlich, nicht sprungweise, statt. Die Permeabilitats- 
ainderungen waren im allgemeinen vollig reversibel. — Auf S. 98 ff. gibt 
Verf. eine beachtenswerte Kritik der Vorstellung, daf die Plasmahaut von 
wassererfiillten Poren durchsetzt sei. 

In der zweiten hier zu besprechenden Untersuchung hat Verf. es unter- 
nommen, die Durdhlissigkeit der Protoplasten von Tolypellopsis fiir schwe- 
res Wasser (HDO) und Methanol méglichst exakt zu bestimmen. Da diese 
Verbindungen auferordentlich schnell permeieren, sind die meisten bisheri- 
gen Bestimmungen ihrer Permeationsgeschwindigkeit nicht sehr genau. Die 
vom Verf. in der zuerst genannten Arbeit ausgearbeitete Technik bewahrte 


sich aber auch hier. Wichtig war u. a., da der Widerstand der Zellwand 
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an abgetiteten Zellen experimentell bestimmt und bei der Berechnung der 
Resultate beriicksichtigt wurde. Ein weiterer Mangel der friiheren Messun- 
gen der Wasserpermeabilitat besteht darin, daft der zu studierende Vorgang 
— wohl eigentlich irrtiimlicherweise — als ein Filtrationsprozefi aufgefaftt 
worden war und da& man das Meffergebnis dementsprechend in ganz an- 
deren Einheiten ausgedriickt hat als bei sonstigen Permeationsversuchen, 
bei denen es sich ja um Diffusionsvorgange handelt. Dieser Schwierigkeit 
ist der Verf. ausgewichen, indem er anstatt mit gew6hnlichem Wasser mit 
schwerem Wasser experimentierte, das offenbar eben durch Diffusion die 
Plasmahiuie passiert. (Die Permeabilitat der Protoplasten fiir HDO ist 
etwas, aber, wie es scheint, nur recht wenig niedriger als diejenige fiir 
H:0.) In dieser Weise gelangte er zu Werten der Wasser- und Methanol- 
permeabilitat der nackten Protoplasten, die mit den Permeationskonstanten 
anderer Verbindungen direkt vergleichbar sind. Es zeigte sich, dal! HDO 
20000mal schneller als Glycerin und 2000mal schneller als Harnstoff durch 
die untersuchten Protoplasten permeiert. Sein Permeationsvermégen ist 
mehrere hundertmal gréfer als dasjenige von Substanzen gleicher Lipo- 
idléslichkeit, aber gréBeren Molekularvolumens. Die Permeationskonstante 
des Methanols ist etwa gleich groft wie diejenige des schweren Wassers. Sie 
ist etwa zehnmal grdfer als diejenige von gréfermolekularen Substanzen 


gleicher Lipoidléslichkeit. 


In seiner dritten Arbeit geht Verf. in der Untersuchung der Alkohol- 
permeabilitat der Protoplasten und ihrer Temperaturabhingigkeit ein Stiick 
weiter. Den Ausgangspunkt bildet hier die von Danielli und Davson 
aufgestellte Hypothese, wonach nur diejenigen Molekiile, deren kinetische 
Energie einen gewissen Schwellenwert iiberschreitet, die Lipoidschicht der 
Plasmahaut zu durchdringen vermégen. Und zwar soll dieser Schwellen- 
wert um so hdéher liegen, je weniger lipoidléslich die betreffende Verbin- 
dung ist. Hienach mii&ten die Temperaturkoeffizienten der Permeation 
der Lipoidléslichkeit antibat sein. Bereits die Ergebnisse der zuerst genann- 
ten Arbeit Wartiovaaras zeigten deutlich, daft diese Antibasie jeden- 
falls nicht ausnahmslos vorhanden ist. In der jetzt zu besprechenden Arbeit 
hat er mit ahnlicher, aber noch weiter verfeinerter Technik die duferst 
schnelle Permeation des Methanols, Athanols, Propanols und Butanols bei 
0 und 20° C untersucht. Die Temperaturkoeffizienten der vier untersuchten 
Alkohole erwiesen sich als innerhalb der Fehlergrenzen identisch (Qio = 
etwa 2,5—2,7). Hier scheint also weder die MolekiilgréRe noch die Lipoid- 
léslichkeit eine Rolle zu spielen. Verf. schlieRt denn auch, daf die in der 
ersten Untersuchung beobachtete Symbasie zwischen Molekularvolumen und 
Temperaturkoeffizient zum grofen Teil zufallig war. Dagegen ist die GréRe 
des Temperaturkoeffizienten wahrscheinlich abhangig von der Arbeit, die 
nétig ist, um die zwischen den Wassermolekiilen und den Molekiilen der 
permeierenden Verbindung bestehenden Wasserstoffverbindungen zu spren- 
gen. Da die Festigkeit dieser Bindungen im Falle der vier untersuchten 
Alkohole etwa gleich grof sein diirfte, so versteht man, dafi auch ihre Tem- 
peraturkoeffizienten gleich gro gefunden wurden. Unter den untersuchten 
Alkoholen permeiert Athanol am langsamsten, Metanol ein wenig schneller, 
Propanol und besonders Butanol erheblich schneller. Scheinbar macht sich 
also hier ein Molekiilsiebeffekt bemerkbar. Verf. zieht jedoch eine andere 
Deutung vor. Er nimmt namlich an, daft die raumliche Orientierung der 
permeierenden Molekiile einen wichtigen Faktor darstellt, der die Wahr- 
scheinlichkeit herabsetzt, daft ein Molekiil die Lipoidschicht der Plasmahaut 
beim Aufprallen penetriert. Der Einflu& des Orientierungsfaktors domi- 
niert um so mehr, je langer und je asymmetrischer die permeierenden Mole- 
kiile sind, d. h. je gréfer ihr transversales Tragheitsmoment ist. 


Runar Collander (Helsingfors). 
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Virgin, H. L., Changes in the Viscosity of the Cytoplasm of Helodea 
\ Casp. during Continous Illumination. Physiologia Plantarum I. 
(1948). 


Die Cytoplasma-Viskositat von Helodea-Blatiern, die 72 Stunden _hin- 
durch dunkel gehalten werden, zeigt durchwegs konstanten Wert. Wird 
darauf mit Licht verschiedener Intensitat, das nur sichtbare Strahlen ent- 
halt, bestrahlt, so lassen sich mit Hilfe der Zentrifugierungsmethode fol- 
gende Viskositaétsinderungen ermitteln: Die Viskositatsanderungen sind 
nicht proportional der Lichtintensitat, doch lassen sich drei Intensitits- 
bereiche ausfindig machen, in denen das Cytoplasma in bestimmter gleicher 
Weise reagiert. Bei Intensititen von 2200 bis 22000 Lux findet zuniichst 
eine voriibergehende kraftige Viskositaétszunahme statt. Diese ist nur von 

anz kurzer Dauer (5 Sekunden), darauf folgt ein rapides Absinken der 
Viskositdtskurve. Die Viskositatsabnahme halt bei Dauerbelichtung meh- 
rere Stunden an. Bei Bestrahlung mit 23 bis 2200 Lux ist die erste Reaktion 
ebenfalls eine Viskositaétszunahme (am starksten bei ca. 100 Lux), bei 
Dauerbeleuchtung halt sich die Viskositaét dauernd auf gleicher Hiéhe. Bei 
0,5 bis 25 Lux ist auch die Initialreaktion eine Viskositatsabnahme; sie stellt 
sich schon bei 1 Minute Belichtung ein. Die Viskositatsabnahme halt bis zu 
4 Stunden an. Weber (Graz). 


Reuter, Lotte, Zur protoplasmatischen Anatomie des Keimblattes von 
Soja hispida. Osterr. Botan. Z. 95. (1948). 


Das Mesophyll des Keimblattes von Soja, das aus morphologisch fast 
gleichartigem Grundgewebe besteht, eignet sich ganz besonders zu Unter- 
suchungen im Sinne der protoplasmatischen Pflanzenanatomie. Die vorlie- 
gende Studie, die eine wertvolle Bereicherung der Literatur dieser 1950 
begriindeten Arbeitsrichtung darstellt, charakterisiert die Zellen auf Grund 
ihrer protoplasmatischen Eigenschaften wie Beschaffenheit und Lage der 
Plastiden, Crake, Lage und Gestalt der Kerne, Plasmakonfiguration, Plas- 
molyse-Verhalten, Plasmolyse-Resistenz, osmotischer Wert, Verhalten bei 
Vitalfarbung, Resistenz gegen Salze, Ather, Permeabilitat. Im Blatt wurde 
neben den bereits bekannten Longitudinalgradienten auch das Vorhanden- 
sein von Transversalgradienten aufgezeigt. Weiter werden Beziehungen 
zwischen den Stoffwechselvorgangen und den protoplasmatischen FEigen- 
schaften klargelegt und schlieflich zellphysiologische "Vedimderesens beim 
Vergilbungsprozel} aufgedeckt. Die Ergebnisse der Arbeit sind sehr man- 
nigfaltig und regen zu weiteren Untersuchungen an. 

Weber (Graz). 


Prat, H., Histo-physiological gradients and plant organogenesis. Bota- 
nical Review 15. (1948). 


Die Bedeutung dieser Zusammenfassung geht dadurch weit iiber die 
eines nur referierenden Sammelberichtes hinaus, weil sie die Arbeiten eines 
reich verzweigten, aber noch nicht von einheitlichen Gesichtspunkten be- 
trachteten Grenzgebietes zwischen Histologie und Zellphysiologie in erfolg- 
reicher Synthese vereint. Die Erschwerung der wissenschaftlichen Zusam- 
menarbeit im letzten Jahrzehnt hat es wohl mit sich gebracht, daft dabei 
die Publikationen der verwandten Richtung der protoplasmatischen Pflan- 
zenanatomie, von denen, wie die Ubersicht von Reuter (1949) zeigt, bereits 
eine stattliche Zahl vorliegt, iiberhaupt keine Beriicksichtigung finden, ob- 
wohl sie ja vielfach die gleichen Probleme behandeln, wie das Review von 
Prat. Dieses zerfallt in folgende Abschnitte: I. General concept of a 
system of gradients in living organisms: The concept of gradients in physics: 
its first applications to biological sciences. Classification. Expression of 
gradients in the different systems of coordinates. Interactions between gra- 








302 Referate 


dients. II. Physico-chemical gradients: Chemical gradations. Gradations of 
carbohydrates. Ionic gradients. Electric gradients. Redox Gratiens. Hydra- 
tion Gradient. Osmotic Pressure and suction gradients. III. Physiological 
gradients: Gradients of metabolism. Gradients of sensitivity to heat and 
desiccation. Gradients of resistance against parasitic organisms. IV. Auxe- 
tic gradients: Growth and Development. Polarized cell-senescence. Mitotic 
gradients. Elongation gradients and biometric gradations. 


F. Weber (Graz). 


Reuter, L., Protoplasmatische Pflanzenanatomie. Phyton 1 (1949). 


Der Uberblick iiber die Entwicklung, die die ,,Protoplasmatische Pflan- 
zenanatomie’ seit ihrer Begriindung (1929) genommen hat, zeigt eine Orien- 
tierung nach drei Richtungen: I. Protoplasmaphysiologische Kennzeichnung 
einzelner Zelltypen; II. sabeplntuniataniabaaiathe Kennzeichnung einzel- 
ner Gewebearten; II]. Protoplasmaphysiologische Analyse einzelner Organe. 
In dieser Gruppierung wird die Literatur unter folgenden Abschnitten be- 
sprochen: ad I: 1. Driisenzellen, 2. Stomata-Zellen, 3. Nebenzellen, 4. Endo- 
dermis-Zellen. ad II: 1. Hautgewebe, 2. Grundgewebe, 3. Stranggewebe, 
4. Kontraktiles Gewebe, 5. Meristematisches Gewebe. ad III: 1. Thallus, 
2. Blatt, 3. Stamm, 4. Wurzel. Dieser erste Bericht iiber die Erfolge dieser 
Forschungsrichtung ist um so willkommener, weil er von einer Autorin 
stammt, die selbst Wichtiges und Wesentliches zum Ausbau der proto- 
plasmatischen Pflanzenanatomie beigetragen hat. F. Weber (Graz). 


Locquin, M., L’utilisation du rayonnement / du radium pour l'étude des 
courants protoplasmiques dans les “ange ong de myxomycétes. Trav. 
Botaniques dédiés & René Maire. Alger. 1949. 


In geeigneter Dosierung beschleunigen f-Strahlen die Cytoplasma- 
strémung in den Plasmodiumstrangen von Fuligo septica. Wird durch 
Bestrahlung mit UV-Strahlen im corticalen Cytoplasma ein Mikrotrauma 
ausgelost,.so farbt sich die geschadigte Partie rot. Diese dadurch markierte 
Protoplasmapartie tritt in das in Strémung befindliche zentrale Cytoplasma 
iiber; ist die gefarbte Partie stabchenférmig, so ware zu erwarten, daft sich 
das Stabchen mit der Liangsachse parallel zur Richtung der Strémung stellt. 
Dies ist jedoch nicht der Fall. Das Stabchen wird quergestellt fortbewegt. 
Das uns flie&end erscheinende zentrale Cytoplasma diirfte demnach nicht 
fliissigen, sondern festen Aggregatszustand besitzen und nur eine subcorti- 
cale Zone ist verfliissigt und erméglicht das Gleiten des zentralen Teiles 
des Cytoplasmastranges. Diese Beobachtung scheint mit der Vorstellung 
von Seifriz, wonach der axiale Anteil der Plasmodienstrange fliissig ist 
und durch Kontraktion des corticalen Teiles fortbewegt wird, nicht ver- 
einbar zu sein. Weber (Graz). 


Bernert, T., Die kinstliche Radioaktivitat in Biologie und Medizin. 
Eine gemeinverstandliche Einfiihrung. Mit 27 Textabb. Wien: Springer- 
Verlag. 1949. VI, 83 S. S 18.—, sfr. 7.80, 1.80 Dollar, DM 6.—. 


Die bei Atomkernprozessen auftretenden radioaktiven Isotope ermég- 
lichen, bestimmte Stoffe zu ,.markieren“ und ihren Weg im Organismus zu 
verfolgen. Seitdem die Darstellung der Isotope in den Uranbatterien in 
gréferem Mafistabe méglich ist, hat diese Methode einen groften Auf- 
schwung und stete Verfeinerung erfahren. Der Standort der meisten Atom- 
batterien jedoch hat zur Folge, da die Erfahrungen gréftenteils in der 
amerikanisch-englischen Literatur niedergelegt Gal Angesichts der nun- 
mehr méglichen Versendung radioaktiver Isotope auch nach Ubersee, ist es 
sehr zu begriifen, wenn mit vorliegendem Biichlein ein kurzer, jedoch das 
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Wesentliche erfassender Uberblick iiber die Verwendung der radioaktiven 
Isotope in Biologie und Medizin gegeben wird, und zwar unter Beriicksich- 
tigung der Literatur bis 1948. — Nach einer zwar knappen, aber dennoch 
klaren Einfiihrung in die kernphysikalischen Voraussetzungen und die 
Methoden der Isotopendarstellung, werden die Indikatorenmethode, die 
Methode der Radiographie sowie die der stabilen Isotope erliutert. Im 
II. Teil werden an Hand ausgewahliter Beispiele einige Feelin (Permeabili- 
tat, P-, Fe-, Eiweif- und Kohlehydratstoffwechsel), die durch die Radio- 
indikatorenmethode entscheidend geférdert werden konnien, kurz bespro- 
chen, im III. Teil sind einige Anwendungsméglichkeiten in der medizinischen 
Diagnostik und Therapie kurz skizziert. Eine Tabelle im Anhang gibt ein 
Verzeichnis der Eigenschaften der bei biologischen Fragenstellungen bis- 
her verwendeten Isotope und ihrer Anwendungsmiglichkeiten, im Litera- 
turverzeichnis werden einige zusammenfassende Arbeiten zum _weiteren 
Studium angefiihrt. Eine Schrift, die gleicherweise den Arzt, Chemiker, 
Physiker, Biologen, den Lehrer wie den gebildeten Laien iiber ein zukunfts- 
reiches Forschungsgebiet unterrichtet. O. Hartel (Graz). 


Geitler, L., Schnellmethoden der Kern- und Chromosomenuntersuchung. 
Mit 13 Textabb. Dritte, umgearb. u. erweit. Aufl. V, 35 S. Wien: Sprin- 
ger-Verlag. 1949. S 15.—, sfr. 6.50, $ 1.50, DM 4.80. 


In unserer Zeit, in der selbst der Forscher keine Zeit hat fiir zeitraubende 
Methoden, wirbt schon der Titel dieser ausgezeichneten Schrift fiir sich. 
ochnellmethoden™, das ist es ja, was die Wissenschaft heute vielfach sucht, 
und so greifen Karyologen, Genetiker, Ziichter gern nach dem kleinen Buch, 
nehmen es zur Hilfe und sind dabei sicher, da ihnen darin wirklich gehol- 
fen wird. So einfach die Schnellmethoden auch sind, so miissen doch auch 
sie gelernt werden, und Geitler ist dazu der allerbeste Lehrer. Er hat 
diese Methoden in zahlreichen eigenen Untersuchungen mit bestem Erfolg 
angewendet, hat sie zur Vollkommenheit ausgebildet, kennt ihre Leistungs- 
fahigkeit und Leistungsgrenzen. Das Biichlein wurde in der 3. Aufl. durch 
wichtige Zusatze bereichert, und in einem neuen Absdhnitt findet man will- 
kommene Hinweise auf besonders geeignete Objekte. Jeder, der die kary- 
ologischen Schnellmethoden anwenden will, wird sich durch diese Schrift 
leiten lassen, denn sie erspart vermeidbare Miferfolge. Der Protoplasma- 
tiker freut sich, daf in dem der Fixierung und dem fixierten Objekt ge- 
widmeten Biichlein doch auch ein Abschnitt iiber ,,Lebenduntersuchung“ 
nicht fehlt. F. Weber (Graz). 


Hofmeister, L., Uber die Permeabilitatsbestimmung nach der Deplasmo- 
I ere Sitzber. d. Osterr. Akad. Wiss., math.-naturw. K1., Abt. I, 157, 
. 1/5, 83—95, 1949. 


Sie ist anzuwenden, wo die Genauigkeit der plasmometrischen Methodik 
nicht nétig und die Bearbeitung umfangreichen Materials erwiinscht_ ist. 
Die Methode lat, kritisch angewandt, auch die Bestimmung von Per- 
meationskonstanten zu, nach der Gl. P’c= ae wo T die Deplas- 
molysezeit in Minuten, C die Konzentration des Diosmotikums und O der 
osmotische Wert der Zelle ist. Der Augenblick der Deplasmolyse ist dann 
anzunehmen, wenn der riickgedehnte Protoplast scharfe Zellecken noch nicht 
ausfiillt. Vergleichende Parallelversuche an 24 Objekten nach der Deplas- 
molysezeit- und der plasmometrischen Methode gaben gute Ubereinstim- 
mung, die allermeisten P’. -Werte lagen zwischen 116% und 87% der 
plasmometrischen Kontrollen. Auch ein Partialverfahren der Permeabili- 
tatsbestimmung aus der Deplasmolysezeit wird vorgeschlagen. 

Hofler (Wien). 
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Hofmeister, L., Vitalfarbungsstudien mit Chrysoidin. Uber Permeabili- 
tat und Quellung vitalgefarbten Plasmas. Ebenda, 157, H. 1/5, 55—82, 
1949, 


Verf. hat friiher (Zeitschr. wiss. Mikr., 55, 393) die Wirkung der Vital- 
farbung mit Neutralrot und Methylenblau auf die Permeabilitat des Plas- 
mas fiir Harnstoff und Glyzerin studiert. Schwache Farbung wirkte dort 
nicht oder nur unwesentlich, starke, mit Farbkriimelbildung verbundene, 
hemmte die Permeabilitat. — Das Chrysoidin farbt nun das Plasma selbst 
und nimmt auf seine Eigenschaften unmittelbaren Einfluf: es verandert die 
Permeabilitat. Bei Zwiebelepidermen von Narzissus, einem Zellobjekt mitt- 
lerer Harnstoffdurchlassigkeit, bewirkt die vital-reversible Chrysoidin- 
farbung Aufquellung des Plasmas und allgemeine Vakuolenkontraktion; 
die Permeabilitat fiir Harnstoff wird erhéht, u. zw. auf das Zwei- bis 
Fiinffache der Kontrollen. Bei Blattstielepidermen der Kartoffelpflanze und 
der Karotte, welche nach BiebIs Vorgang als Vertreter des rapiden Harn- 
stofftyps gewahlt wurden, wird umgekehrt die Permeabilitat fiir Harn- 
stoff bedeutend herabgesetzt (z. B. auf 7 bis 25% der Kontrolle), 
wahrend die Glyzerin-, Erythrit- und Malonamiddurdhlassigkeit geférdert 
erscheint; bei diesen Plasmen bewirkt die Farbung keine Aufquellung, 
sondern eine leichte Entquellung (,,Erstarrung’). — In methodischer Hin- 
sicht ist von Interesse, daf Phosphatpufferung zu vermeiden war. Wurde 
die Farblésung mit Brunnenwasser (pH 7,5) angesetzt, so vertrugen die 
Schnitte nachher die Dauerplasmolyse, waihrend gemeinsame Wirkung von 
Puffer, Farbung und Diosmotikum vor Ende des Permeabilitatsversuches 
zum Tode oder zu deutlicher Schadigung fiihrte. Wurde an gefarbten 
Schnitten durch Dauerwasserung der Farbstoff wieder entfernt, so war nach- 
her die urspriingliche Permeabilitat wieder véllig hergestellt, und dies auch 
nach, starker Plasmafarbung, wo sofortige Plasmolyse zum Tod der Zellen 
gefiihrt hatte. — Die Versuche sind so exakt und kritisch durchgefiihrt und 
stiitzen sich auf so grote Messungsreihen, dafi die Ergebuisse vollig ge- 
sichert erscheinen und in kiinftiger Diskussion iiber Plasmafragen verwert- 
bar sind. Die theoretischen Deutungsméglichkeiten werden vom Verf. schon 
jetzt, mit der gebotenen Zuriickhaltung, diskutiert. Fiir den auffalligsten 

ffekt, die erhdhte Harnstoffpermeabilitat beim gequollenen Narzissus- 
Plasma, méchte er einen teilweisen Ubergang von der Liésungs- zur Poren- 
permeation im Sinn der Lipoidfiltertheorie annehmen. 
Hofler (Wien). 


Drawert, H., Zur Frage der r<~ 2 ee ee in Pflanzenzellen Il. 


Zeitschr. Naturforschung, 4b, 1, 35—37, 1949. 


Bei Methylenblau liegt das Farbevermégen in Abhangigkeit von der 
Aziditat des Farbbades grundsatzlich so wie beim Neutralrot und anderen 
Basenfarbstoffen; doch kommt als weiteres Moment die durch die Wasser- 
stoffionenkonzentration bedingte chemische Umwandlung des Farbstoffes 
selbst hinzu. Wie in der Protoplasma-Monographie von Brooks (1941) 
dargetan, liegt bei niederem pH das stark dissoziierte Methylenblau selber 
vor, bei hdherem pH das schwadch dissoziierte Trimethylthionin, das wohl 
vorwiegend von der Zelle aufgenommen wird. Irrig sind Literaturangaben, 
wonach die Methylenblauaufnahme lebender Zellen durch Elektrolyte bzw. 
deren Kationen wesentlich beeinflu&t werden soll. Nur die Zeli wand farbung 
wird in bekannter Weise durch Salzzusatz unterbunden. Wo aber das 
Methylenblau wirklich im Zellinneren gespeichert wird, da haben Elektro- 
lyte auf Permeationsvermégen und Speicherung des Farbstoffes keinen 
merklichen FinfluB. Hoéfler (Wien). 
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Linser, Hans. Die zellstreckende ee einiger sinersinic sites te 
im Pastentest . . 2. 1950 
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